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Die Einfiihrung von Doppelbindungen in Gallenséiuren 
und Sterine. III 


Versuche zur Darstellung der 4, .-Choladiensdure 
Von 


Elisabeth Dane und Hertha Wuile’) 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften, Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1940) 


Fiir die Provitamine D ist charakteristisch, da sie alle im 
Ring B des Steringeriistes ein System von konjugierten Doppel- 
bindungen tragen (I). Vor lingerer Zeit haben wir versucht 
Gallensiuren darzustellen, die im Ring b die gleiche Anordnung 
der Doppelbindungen tragen sollten. Die Untersuchung dieser 
Siuren schien uns im Hinblick auf die Frage nach dem Ver- 
halten der Vitamine D im Organismus von Interease. Obwohl 
die Versuche bisher nicht zu dem gewiinschten Ziel getiihrt haben, 
méchten wir das Ergebnis der Arbeit kurz mitteilen, da wir sie 
vorliufig nicht fortsetzen werden. 


Zunichst beabsichtigten wir die Darstellung der 4, ,-Cho- 
ladiensaure (II), also der einfachsten Gallensiure, die im 
Ring B die konjugierten Doppelbindungen in der geforderten 
Lage enthalt. In biologischer Hinsicht ist diese Saiure wabhr- 
scheinlich weniger interessant, da ihr die OH-Gruppe an C, fehlt, 
die sicherlich Vorbedingung fiir eine antirachitische Wirksamkeit 
ist. Die 4, ,-Choladiensiure sollte uns zuniichst als Modell fiir 
die Darstellung von ihnlich gebauten Saiuren dienen. Weiterhin 
hofften wir, dab die Untersuchung dieser Siure vielleicht auf- 
schluBreich sein werde fiir die Frage nach dem Mechanismus der 
»Hrgopinakonbildung* aus Ergosterin durch Bestrahlung mit 
Sonnenlicht bei Gegenwart von Sensibilisatoren ’). 


') Dissert. Universitiit Miinchen 1938. 
*) A. Windaus u. P. Borgeaud, Liebigs Ann. 460, 235 (1928). 
l 
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Elisabeth Dane und Hertha Wulle. 
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Es ist bereits friiher von H. Wieland und Mitarb.’) versuecht worden, 
konjugierte Doppelbindungen in Gallensiiuren einzufiihren. Diese Versuche 
nahmen ihren Ausgang von der 4;-Cholensiiure. Dureh Bromierung und 
Abspaltung von Bromwasserstoff wurde eine Diensiiure erhalten, in der aber 
die konjugierten Doppelbindungen auf die Ringe A und B verteilt sind. 

Wir hofften, daB die 4, ,-Choladiensiure tiber die 7-Keto- 
cholansiure (ILI) ) leicht zugiinglich sein werde, wenn es gelinge, 
konjugiert zur CO-Gruppe in den Ring B eine Doppelbindung 
einzufiihren. Unsere ersten Versuche in dieser Richtung waren 
erfolgreich; es gelang ein Atom Brom in die 7-Ketocholansiure 
einzufiihren, und zwar tritt dieses Brom an C,, wie sich durch 
weiteren Abbau zeigen lieB. Die 6-Brom-7-ketocholan- 
siure (IV) wurde zur 6-Oxy-7-ketocholansiure verseift, und 
diese konnte dann zur bekannten Thilobiliansi&ure (V) oxy- 
diert werden. 


CH, CH, | CH, 
Er ee Pit ia File ti 
A B 
2 , Ce . CO,H 
ee a re ey NG NZ "esas 
LU Br IV ae 


Gegeniiber Bromwasserstoff abspaltenden Mitteln verhialt sich 
die 6-Brom-7-ketocholansiure sehr widerstandsfihig. Bei mehr- 
stiindigem Kochen mit Pyridin bleibt sie unveraindert. Erst durch 
Kochen mit Pyridin-Silbernitrat 5) wird Bromwasserstoff abgespalten 
und die 4,-7-Ketocholensiure (VI) in sehr guter Ausbeute 
erhalten. Die Lage der Doppelbindung zwischen ©, und ©, in 
Konjugation zur CO-Gruppe wird durch das Absorptionsspektrum °) 
bewiesen, das bei 239 mux ein Maximum zeigt. 

3) H. Wieland, K. Kraus, H. Keller u. H. Ottawa, Diese Z. 241, 
47 (1936). 

4) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 210, 268 (1932). 

) E.Dane, Yu Wang u. W. Schulte, Diese Z. 245, 80 (1936); 
E. Dane u. Yu Wang, Diese Z. 248, 1 (1937). 

6) Fiir die Aufnahme des Absorptionsspektrums sind wir Fri. Dr. 
Pruekner zu Dank verpflichtet. 
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Die Konstitution dieser 4,-7-Ketocholensiure entspricht 
vollkommen der des 7-Oxo-cholesterins (VII), das Windaus 
u. Mitarb.") als Zwischenprodukt bei der Darstellung des 7-De- 
hydrocholesterins, des Provitamin D,, benutzten. Wir wollten 
die weitere Umwandlung der 4,-7-Ketocholensiure in die Dien- 
siure auf dem gleichen Wege versuchen, den schon Windaus 
ausgearbeitet hat. Windaus reduzierte zunaichst die CO-Gruppe 
nach der Methode von Meerwein u. Schmidt’) mit Aluminium- 
isopropylat in absolutem Isopropylalkohol zur OH-Gruppe. Beim 
Versuch, diese Reduktion auf den Ester unserer Keto-cholen- 
siure zu tibertragen, ergaben sich véllig neue und tiberraschende 
Tatsachen. Solange Konzentrationsverhiltnisse und Versuchs- 
bedingungen entsprechend den von Windaus’) in verschiedenen 
Arbeiten angegebenen Vorschriften gewahlt wurden, erhielten wir 
stets das Ausgangsmaterial in sehr guten Ausbeuten zuriick. 
Wurde die Reduktion dagegen mit einem 10—15-fachen Uberschu8 
an Aluminium-isopropylat in 8—10°/, iger Liésung vorgenommen, so 
wurde eine doppelt ungesittigte Siiure der Zusammensetzung 
C,,H,,0, erhalten. Die beiden Doppelbindungen dieser Siiure lassen 
sich durch Titration mit Benzopersiiure und durch katalytische 
Hydrierung nachweisen. Dabei wird die fiir 2 Doppelbindungen 
berechnete Menge Wasserstoff in kurzer Zeit aufgenommen. Als 
Reduktionsprodukt haben wir nur Allocholansiiure isoliert, die 
liber ihre Ester und durch die Drehung identifiziert wurde. 

Die Entstehung einer Diensiure bei der Reduktion unserer 
Ketocholensiiure kann nur durch die Abspaltung von Wasser aus 
einer primiir entstandenen Oxy-cholensiure erklirt werden. Uber 
die Lage der Doppelbindungen in der Choladiensiure labt 
sich noch keine genaue Aussage machen. Merkwiirdigerweise sind 
sie nicht konjugiert zueinander, wie sich aus der Untersuchung 


’) A. Windaus, H. Lettré u. Fr. Schenk, Liebigs Ann. 520, 98 (1935). 

*) Liebigs Ann. 444, 221 (1925). 

*) Vel. aueh H. Wunderlich, Diese Z. 241, 116 (1936); O. Linsert, 
Diese Z. 241, 125 (1936). 
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des Absorptionsspektrums®) ergibt, das kein Maximum zeigt. Da 
aber die Abspaltung von Wasser aus der 4,-7-Oxycholensiiure 
nur in einer Richtung erfolgen kann, niimlich nach C,, also in 
Konjugation zu der schon vorhandenen Doppelbindung, so mub 
eine dieser Doppelbindungen im Verlauf der Reaktion irgendwie 
verlagert worden sein. Eine solche Wanderung der Doppelbindung 
findet wahrscheinlich auch bei der Wasserabspaltung aus der um 
2 Wasserstoffatome reicheren 7-Oxycholansiiure statt, offenbar 
unter Bildung einer Apo-cholensiure*), die die Doppelbindung 
zwischen zwei tertiiiren C-Atomen trigt. Jedoch ist in unserem 
Fall eine entsprechende Verschiebung kaum anzunehmen, denn 
die entstandene Choladiensiure lift sich — im Gegensatz zu der 
schwer hydrierbaren Apocholensiiure — sehr leicht zu Allocholan- 
siure hydrieren, was auf eine relativ freie Lage der Doppel- 
bindungen schlieBen liBt. 

Ein iihnlicher Verlauf der Reduktion von CO-Gruppen nach Meer- 
wein unter Wasserabspaltung ist bei neueren Untersuchungen in der Carvon- 
und Menthonreihe mehrfach festgestellt worden. Dort wurde beobachtet, dal 
a, f-ungesiittigte Ketone sich nur schwer nach der Methode von Meerwein 
reduzieren lassen, und dab sie dann zuweilen unter Wasserabspaltung in 
Terpene iibergehen. Z. B. ist es erst spiiterhin I. Doeuvre und Perret") 
gelungen Pulegon wenigstens teilweise in Pulegol iiberzufiihren, wiihrend 
in friiheren Arbeiten bei dieser Reduktion ausschlieBlich Menthadiene ge- 
wonnen worden waren?!), Carvon dagegen libt sich offenbar recht glatt 
in Carvol iiberfiihren'’). Unser Fall bedeutet nun noch auberdem eine 
schwer erklirliche Ausnahme, als in der gewonnenen Diensiiure die beiden 
Doppelbindungen nicht konjugiert zueinander stehen. 


Beschreibung der Versuche 


6-Brom-7-ketocholansaure. Die Ausbeute an dieser Siiure wird 
gegeniiber der friiher angegebenen*) sehr verbessert, wenn man nur etwa 
ein Mol Brom auf die Ketocholansiiure zur Einwirkung kommen libt. 7 ¢ 
7-Ketocholansiiure werden in 40 cem 1n-brom-Eisessig-Lésung gelést und 
einige Tropfen Bromwasserstoff zugesetzt. Am niichsten Tag haben sich 
5 g¢ 6-Brom-7-ketocholansiiure in derben zu Rosetten verwachsenen Krystallen 
abgeschieden. Schmelzp. 188—189° (Zers.) Durch Zusatz von Wasser lassen 
sich aus den Mutterlaugen noch 2—3g¢ der Siiure gewinnen, die durch 
Krystallisation aus Eisessig und wenig Wasser gereinigt werden. Die 
Bromierung verliuft nahezu quantitativ. 


6-Oxy-7-ketocholansaure. Die Verseifung der 6-Brom-7-ketocholan- 
siiure erfolgt in 50—60 Minuten durch schwaches Kochen mit n/2-Natron- 


10) Bull. Soe. chim. Fr. (5) 2, 298 (1935). 
1) W.J. Grubb u. J. Read, Soc. 1934, 242. 
Bull. Soe. ehim. Fr. (5) 1, 198 (1934). 
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lauge am Riickflub. In Vorversuchen wurde der Verlauf der Verseifung 
durch Titration mit Silbernitrat verfolgt. Die Oxysiiure wird durch Zugabe 
von Eiswasser-Schwefelsiiure amorph ausgefiillt und krystallisiert aus ver- 
diinntem Eisessig in kleinen wattigen Nadeln vom Schmelzp. 145—150°. 
Das Produkt ist bromfrei. Zur Reinigung wird aus Aceton unter Zusatz 
von wenig Wasser zu langen schdnen Nadeln vom Schme!zp. 169° um- 
krystallisiert. 
4,558 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 12,385 mg CO,, 4,12 mg H,O. 


C,,H;,0, (890) Ber. C 73,85 H 9,74 Gef. C 74,02 H 10,11. 


Thilo-biliansaure aus 6-Oxy-7-ketocholansaure. Etwa 100 mg der 
Oxyketosiiure werden in stabilem Eisessig gelést und bei 2—3° mit 0,6 ccm 
einer 3n-Chromsiure—Eisessig—Lésung versetzt. Man libt iiber Nacht stehen, 
reduziert mit schwefliger Siiure und fillt das Oxydationsprodukt durch Zu- 
gabe von Eiswasser. Der flockige Niederschlag wird abgesaugt und in 
Ather aufgenommen. Man schiittelt mit Lauge durch und fiillt die Siiure 
mit Schwefelsiiure. Diese Umfillung wird wiederholt um anhaftendes Chrom 
zu entfernen. Die rohe Siure wird durch wiederholte Krystallisation aus 
Kssigsiiure, aus Aceton und dann wieder aus Lisessig auf den Schmelz- 
punkt von 157—158° gebracht. Keine Depression mit Thilobiliansiiure vom 
Schmelzp. 160—162°. 


4,350 mg Subst. (bei 110° im Hochy. getr.): 10,895 mg CO,, 3,56 mg H,O. 
C,,H,.0, (422) Ber. C 68,24 H 9,07 Gef. C 68,31 H 9,15. 


A,-7-Ketocholensaure. 2 ¢ 6-Brom-7-ketocholansiiure werden mit 
einer Lésung von 7 g Silbernitrat in 70 ecm trocknem Pyridin 12 Stunden 
lang gekocht. Der Verlauf der Bromwasserstoff-Abspaltung wurde durch 
Titration mit Silbernitrat-Ammoniumrhodanid verfolet; Erhitzen auf dem 
Wasserbad fiihrte auch bei mehrtigiger Versuchsdauer und bei hohen Kon- 
zentrationen an Silbernitrat zu héchstens 30°/, Abspaltung von Bromwasser- 
stoff. Das Reaktionsprodukt wird durch EingieBen in Salpetersiiure—Kis- 
wasser ausgefillt und abgesaugt. Beim Umkrystallisieren aus verdiinntem 
Kisessig wird unlésliches Silberbromid abgetrennt. Aus Essigester erhilt man 
derbe gliinzende Balken vom Schmelzp. 164—165° nach vorherigem Sintern.- 


4,496 mg Subst. (bei 80° i. Hoch. getr.): 12,715 mg CO,, 3,89 mg H,0. 
C,,H,,0, (872) Ber. C 77,36 H9,75 Gef. C 77,13 H 9,68. 
hmax = 239 mut +1, le Se 3.71 + (0.03. 


Choladienséure. 600 mg Methylester der 4,-7-Ketocholensiiure vom 
Sechmelzp. 73° werden mit 1,5 g Aluminium-isopropylat in 20 eem trocknem 
[sopropylalkohol unter Feuchtigkeitsausschlub 5 Stunden am RiickfluB gelinde 
gekocht. Danach wird das gebildete Aceton durch eine Widmerspirale 
langsam in eine Vorlage mit Dinitro-phenylhydrazin in 2n-Salzsiiure destilliert. 
Das Hydrazon scheidet sich in gelben Flocken ab. Der Isopropylalkohol 
wird ergiinzt und noch einmal 0,5 g Aluminium-isopropylat zugegeben und 
unter Riickflub weitergekocht. Im ganzen wird 3-mal abdestilliert, bis keine 
Hydrazonabscheidung mehr zu beobachten ist. Im Verlauf der Reaktion 
wird jedesmal trotz sorgfiiltigem FeuchtigkeitsausschluB ein Triibwerden der 
anfangs klaren Lésung durch Bildung von Aluminiumhydroxyd beobachtet. 
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Der Isopropylalkohol wird weitgehend abdestilliert und der Riickstand mit 
Ather aufgenommen. Zur Entfernung des Al’ wird mit verdiinnter Salz 
siure und mit Wasser durchgeschiittelt. AnschlieBend wird der Ester mit 
methylalkoholischer Kalilauge verseift. Die Siéure krystallisiert leicht aus 
verdiinntem Eisessig. Ausbeute 500mg. Aus Essigester glinzende, recht 
eckig-lingliche Blittchen, die von 160—169° unscharf schmelzen. 


4,990 ing Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 14,370 mg CO,, 4,515 mg H,0. 


C,,H,,0, (356) Ber. C 80,90 H 10,11 Gef. C 80,51 H 10,12. 


Der Methylester schmilzt nach Krystallisation aus Methanol bei 
102—103°. 

Versuche die Reduktion der CO-Gruppe unter milderen Bedingungen 
zu erreichen, um so vielleicht eine Wasserabspaltung zu vermeiden, blieben 
ohne Erfolg. Wenn man unter den gleichen Bedingungen arbeitet, aber 
nur einen 3-fachen Uberschu8 an Aluminium-isopropylat zur Anwendung 
bringt, so wird nur Ausgangsmaterial zuriickerhalten. Auch wenn man das 
Aceton nicht abdestilliert, wird bei sonst gleicher Versuchsanordnung keine 
Reduktion der CO-Gruppe beobachtet. 


Benzopersiuretitration. Der Methylester der Dienséure wird in 


etwa 1,5°/,iger Lésung in Chloroform mit dem doppelten UberschuB8 einer 


Benzopersiiurelésung, die etwa 4 mg wirksamen Sauerstoff im Kubikzenti- 
meter Chloroform enthilt, einige Tage im LEisschrank belassen. Alle 
15—20 Stunden wird in einer Probe der Verbrauch des Oxydationsmittels 
durch Titration bei gleichzeitiger Kontrolle durch einen Leerversuch fest- 
gestellt, bis die Titrationswerte konstant bleiben. 


149,2 und 173,0 mg Ester verbrauchen in 75 Stunden 12,29 und 


15,37 mg Q,. 
Ber. 12,9 und 14,96 mg O,. 


Hydrierung zu Allocholansiiure. Die Hydrierung wird in Eis 
essig bei Gegenwart von Palladium Tierkohle unter den fiir eine Halb 
inikrohydrierung tiblichen Bedingungen durchgefiihrt. 


195,0, 305,0 mg Diensiure (168—171°) in 30 cem stabilem Eisessig: 
28,5 (23°, 723 mm), 43,2 (23°, 722 mm) cem H, in 50 Minuten. 


Ber. 28,3 und 42,9 cem Hg. 


Das Hydrierungsprodukt krystallisiert aus Eisessig in langen Nadeln 
vom Schmelzp. 159—160° Zur niiheren Charakterisierung wurden Ester 
dargestellt. Der Methylester krystallisiert in langen glinzenden Nadeln 
und schmilzt bei 91—92°. Der ebenfalls in Nadeln _ krystallisierende 
Propylester schmilzt bei 101—102°. Keine Depression mit den ent- 
sprechenden Estern der Allocholansiiure. 

Optische Drehung. 21,7 mg der iiber den Propylester gereinigten 
Siiure vom Schmelzp. 165—168° in 3 eem Chloroform. « = + 3,06° 
1=18,94em. a, = + 22,3% Fiir Allocholansiure ap = + 22,2°. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren 
63. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1940) 


Uber die der 7-Nitrodesoxybiliensaure 
analoge ungesattigte Nitrolactamtricarbonsaure C,,H,,N,O, 


Biliansiiure-dioxim (I) liefert unter der EKinwirkung von 
Salpetersiure (D. 1,4) bei Raumtemperatur nacheinander die folgen- 
den stickstoffhaltigen Produkte’): 


1. Nitrosoverbindung II, entsteht aus I durch Ersatz der NOH- 
Gruppe an C!? durch Sauerstoff und durch Dehydrierung der NOH- 
Gruppe an C? unter Mitbeteiligung eines benachbarten beweglichen 
Wasserstoffatoms, das nach allen bisher gemachten Beobachtungen 
nur daB an C® gebundene tertiire H-Atom sein kann; 

2. Nitroverbindung III (7-Nitrodesoxybiliensiiure), bildet sich 
aus II durch Oxydation der Nitroso- zur Nitrogruppe; 

3. Nitrobiliansiure IV, geht aus III wahrscheinlich in der 
Weise hervor, daB zuerst die NO,-Gruppe durch Hydroxyl er- 
setzt wird und dann nach Umlagerung der Enolform in die Keto- 
form Nitrierung am C-Atom 6 erfolgt. Da die Nitrobiliansiure 
sich vierbasisch titrieren ]i8t, kann angenommen werden, daB die 
Nitrogruppe nicht als solche (>CH-NO,), sondern in der isomeren 
Form (>C:NO,H) vorliegt. 6-Nitro-([sonitro-)biliansiure laBt sich 
auch direkt aus Biliansiure C,,H,,O, (Formel wie I, aber an Stelle 
der NOH-Gruppen Sauerstoffatome) durch EKinwirkung von Salpeter- 
siure (D. 1,4) von Zimmertemperatur erhalten. 

Biliansiure-oximlactam V gibt mit Salpetersiure (D. 1,4) von 
Raumtemperatur zwei stickstoffhaltige Verbindungen: 


') Diese Z. 264, 267 ff. (1940). 
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Salpetersiure) die Nitro-(Isonitro-)Ketolactamsiiure VIII. Diese 
beiden Verbindungen entsprechen in ihren Eigenschaften und in 
ihren Bildungsweisen ganz den Siuren II bzw. IV. Eine der 7-Nitro- 
desoxybiliensaure IIT analoge Nitroverbindung VII hat sich dagegen 
bei der Salpetersiiureoxydation des Biliansiureoximlactams bisher 
nicht isolieren lassen’). Es ist auch nicht ganz sicher, ob sich 
die Siiure VII itiberhaupt bei der piniced Reaktion als Zwischen- 
produkt bildet, es ist vielmehr moéglich, daB die Nitrosogruppe 
der Verbindung VI direkt durch Hydroxyl ersetzt wird und die 
nach Umlagerung der Enolform in die Ketoform entstehende Keto- 
lactamtricarbonsiure C,,H,,.NO, (Formel wie V, nur an Stelle 
der NOH-Gruppe ein Sauerstoffatom) dann an C® nitriert wird. 
Wenigstens erhilt man aus Isobiliansiiure-oximlactam mit Salpeter- 
siure schon bei nur 10 Minuten dauernder Einwirkung die mit 
der eben genannten isomere Ketolactamtricarbonsiure C,,H,,NO,, 
nachdem anfinglich eine Nitrosoverbindung sich gebildet ‘hat, wie 
an der vortibonshent auftretenden Grinbleaticbeng der Liésung 
zu erkennen ist”), Die dem Biliansiure-oximlactam V entsprechende 
Ketolactamtricarbonsiiure Jif®t sich durch Salpetersiure in die 
Nitro-([sonitro-)siiure VIII [frither auch als ,,@-Siure“ bezeichnet*)] 
iiberfiihren, ebenso wie aus Biliansiiure unter den gleichen Be- 
dingungen Nitrobiliansiure IV entsteht 
Um festzustellen, ob die Verbindung VII, die auch zu einem 
anderen, spiter mitzuteilenden Versuch Verwendung finden sollte, 
iiberhaupt existiert bzw. geniigend bestiindig ist, ist versucht worden, 
sie auf einem anderen Wege herzustellen. In der letzten Mit- 
teilung*) lieB sich niimlich zeigen, dab Biliansiiure-oximlactam V, 
in schwefelsaurer Lésung mit der berec hneten Menge Kalium- 
permanganat (1 Atom Sauerstoff pro Molekiil C,,H,,N,O,) versetzt, 
eine blaugefiirbte Nitrosoverbindung liefert, iii ‘mit dem Kérper V1 
identisch ist. [Auch durch Chromsiiure in essigsaurer Liésung 
hatte sich die Nitrososiure VI aus V gewinnen lassen 5) Wendet 
man nun einen Uberschu8 von Permanganat unter den unten 
niher bezeichneten Bedingungen an, so lift sich die Nitrosiiure VI 
leicht aus Biliansiure-oximlactam (iiber die Nitrosoverbindung VI) 
herstellen; auch die isolierte Nitrosoverbindung geht in schwefel- 
saurer Lésung mit Permanganat leicht in die Nitroverbindung VII 
') Diese Z. 264, 267 ff. (1940). ) Diese Z. 194, 39 (1931). 
5) M. Schenek u. H. Kirechhof, Diese Z. 191, 92 (1930). 
) Diese Z. 265, 237—240 (1940). Diese Z. 265, 92 (1940). 
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iiber. DaB die Nitrososiure Il, wie in der letzten Mitteilung ’) 
kurz erwihnt, mit Permanganat nicht oder nur schwierig in die 
Nitrosiure III iiberzufiihren ist, hingt offenbar mit der Schwer- 
jéslichkeit der Siiure Il zusammen, derzufolge sie sich aus der 
schwefelsauren Lésung ausscheidet — sich so der weiteren Ein- 
wirkung des Oxydationsmittels entzieht. — Die neue Nitroverbindung 
zeigt in ihren Kigenschaften und Reaktionen groBe Ahnlichkeit 
mit der Nitroverbindung III. Diese zersetzt sich bei einer um 
etwa 20° héher hegenden Temperatur (256—258°) als der Nitro- 
kérper II (236—238°). Auch der Zersetzungspunkt der neuen 
Nitrosiure VII (250—-252°) liegt um 20° héher als der der Nitroso- 
verbindung VI (2830—232°). Verbindung III scheidet sich aus der 
Lésung in 40°/ 0 iger Kssigsiiure in gallertiger Form aus, kann aber 
durch Erhitzen in den krystallisierten Zustand iibergefiihrt werden; 
Verbindung VII krystallisiert leichter (aus 30°/, iger Essigsiure), 
kommt aber mitunter, wenigstens teilweise, gallertig heraus, durch 
Erhitzen kann auch hier die gallertige Ausscheidung in den 
krystallisierten Zustand umgewandelt werden. Mit dem Reagens von 
Angeliund Castellana (Diphenylamin und konzentrierte Schwefel- 
siure) geben die Nitrosoverbindungen II und VI bereits bei ge- 
wohnlicher Temperatur eine intensive [)unkelblaufirbung, die 
Nitrokérper III und VII reagieren bei gewéhnlicher Temperatur 
nur schwach bzw. langsam, beim Erwirmen aber alsbald sehr 
stark. Kin wesentlicher Unterschied besteht zwischen den Nitro- 
siuren [II und VII beziiglich der Léslichkeit in Hisessig: III ist 
schwerléslich, VII lést sich leicht, was wohl durch die Anwesen- 
heit des Lactamringes bedingt ist. Durch Erhitzen mit Zinkstaub 
und Hisessig wird der Nitrokérper II] zu Biliansiéure-7-monoxim 
reduziert (—C(NO,)=C< -» —((:NOH)—CH<), durch Lauge 
wird er bereits in der Kilte in Biliansiure ibergefiihrt 
(—C(NO,)=C< ->» —C(OH)=C< -» —CO—CH<), mit Salpeter- 
siure (D. 1,4) von i Seren ratur liefert er Nitro-(Isonitro)- 
biliansiiure (—-CH,—C(NO,)=C< -» —C(: NO,H)—CO—C H<). 

Die iteapeonlia enden Reaktionen waren vom Nitrokérper VII zu 
erwarten (Bildung von Biliansiure-oximlactam, LKetolactamtri- 
carbonsiure C,,H,.NO, und Nitro-([sonitro-)ketolactamtricarbon- 
siure) und haben sich in der Tat leicht verwirklichen lassen. 
Die Nitrosiiure VII stellt somit das vollkommene Analogon der 
Nitroverbindung III dar. 


') Diese Z. 265, 237—240 (1940). 
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Zur Kenntnis der Gallensiiuren 


Beschreibung der Versuche 


1. Nitroverbindung C,,H,,N,0, aus Biliansaure - oximlactam 
(,,H,,N.0,. Bereitung des Biliansiiure-oximlactams, wie friiher an- 
segeben'), 0,5 g Oximlactam léste man in 20 cem 50°/,iger Schwefelsiure 
ohne zu erwiirmen auf und setzte zu der Lésung feingepulvertes Kalium 
permanganat in kleinen Portionen hinzu, bis die zunichst auftretende, voin 
Nitrosokérper VI herriihrende Blaufiirbung verschwunden war und die 
Permanganatfarbe bestehen blieb bzw. bis eine braune Lésung, die wohl 
kolloidal geléstes Mangansuperoxydhydrat enthielt, entstanden war. Dann 
fiigte man festes Natriumbisulfit in kleinen Anteilen hinzu, bis sich eine 
vollstiindig farblose klare Lésung gebildet hatte. Dauer des Versuches 
insgesamt 10--15 Minuten. Durch Zusatz von Wasser (etwa 140 cem) er- 
zeugte man eine farblose etwas gallertige Fiillung, die nach mehrstiindigem 
Stehen abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus 30°/,iger Essigséure um 
krystallisiert wurde. Es resultierten schéne farblose Prismen in einer Aus- 
heute von 0,15 g. Wenn die Substanz aus der essigsauren Loésung teilweise 
callertig herauskommt, kann sie, wie bereits oben angegeben, durch direktes 
Erhitzen des Gemisches oder Einstellen des GefiBes in heibes Wasser leicht 
volistiindig krystallinisch erhalten werden. Zersetzungspunkt und Verhalten 
scegeniiber dem Reagens von Angeli und Castellana vegl. oben. 


0,1421 ¢ Subst. (bei 110° getr.): 6,85 cem N (16°, 749,7 mm). 
C.,H,,N.O, Ber. N 5,67  Gef. N 5,60. 
2. Nitroverbindung C,,H,,N,0, aus Nitrosoverbindung C,,H,,N,0.. 


ilerstellung des Nitrosokérpers VI nach friiher gegebener Vorschrift’). 0,5 ¢ 
der Nitrosoverbindung wurden mit 20 cem 50°/, iger Schwefelsiure von 
Raumtemperatur 10 Minuten lang geschiittelt; es trat keine vollstindige 
Lisung ein. Vom Ungelésten (0,1 g) wurde abfiltriert und das klare blaue 
Filtrat mit KMnO, behandelt. Der Versuch verlief im iibrigen genau so wie 
Versuch 1, nur war die Ausbeute (an einmal umkrystallisiertem Material) 
etwas héher: 0,15 ¢ (aus 0,4 g Nitrosokérper). Zersetzungspunkt und Reak- 
tion nach Angeli und Castellana wie oben. 


0,1266 g¢ Subst. (bei 110° getr.): 6,00 cem N (16°, 761,0 mm). 
C,,H,,N,O, Ber. N 5,67 Gef. N 5,59. 


3. Einwirkung von Zinkstaub und Eisessig auf die Nitrover 
bindung C,,H.,N,0,. 0,2 ¢ der aus Biliansiiure-oximlactam nach obigen 
Angaben hergestellten Nitroverbindung C,,H,,N,0, wurden in 5 cem Eisessig 
gselost und die Lésung mit 0,25 ¢@ Zinkstaub 5 Minuten lang gekoeht. Eine 
voriibergehend auftretende Blaufiirbung konnte hierbei nicht mit Sicherheit 
beobachtet werden, vermutlich deshalb nicht, weil der als Zwischenprodukt 
anzunehmende Nitrosokérper sofort zum Oxim weiter veriindert wird [vgl. 
das Verhalten der Nitrosoverbindung HI bei der Reduktion mit Zinkstaub 
und Kisessig*)]|. Vom Zinkstaub wurde hei’ abgesaugt und das Filtrat mit 
30 cem Wasser versetzt; es schied sich zuniichst nichts aus, erst ganz 


') Diese Z. 265, 92 (1940). 
‘) M. Schenek u. H. Kirehhof, Diese Z. 175, 140 (1928). 
*) Diese Z. 222, 137 (1933). 
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allmihlich erschienen in der Lésung farblose derbe schéne Prismen. Nach, 
24 Stunden wurde die Krystallisation abgesaugt, mit Wasser gewaschen 
und getrocknet. Der Zersetzungspunkt der Krystalle lag bei 258—260°, wie 
er friiher fiir Biliansiiure-oximlactam gefunden worden war. Zum Vergleich 
mit dem Ausgangsmaterial wurde das erhaltene Produkt mit dem Reagens 
von Angeli und Castellana gepriift: wie zu erwarten, trat weder in der 
Kiilte, noch in der Wiirme eine Reaktion ein, die Lésung blieb vielmehr 
volistiindig farblos. Mit dem Rest der Krystalle wurden zwei weitere 
Reaktionen ausgefiihrt. Kine Probe kochte man kurze Zeit mit 20°/, iger 
Salzsiiure, machte die Lésung nach dem Erkalten alkalisch und priifte sie 
mit Fehlingseher Lésung: die bereits in der Kiilte eintretende Reduktion 
zeigte an, dab bei dem Kochen mit der Salzsiiure Hydroxylamin ab 
gespalten worden war. Eine andere Probe brachte man mit einer kleinen 
Menge Salpetersiiure (D. 1,4) zusammen, wobei eine klare, schwach gelb 
gefiirbte Lésung resultierte. Schon nach kurzer Zeit nahm die Fliissigkeit 
bei gew6hnlicher Temperatur eine blaugriine Farbe an. Nach Verlauf von 
20 Minuten setzte man eine reichliche Menge Wasser hinzu; die blau- 
gefirbte Fliissigkeit blieb zuniichst klar, schied aber beim Stehen schéne 
blaue prismenférmige Krystalle aus, die den Zersetzungspunkt des Nitroso 
kérpers VI (230-—232°) zeigten. 


4. Einwirkung wtberschissiger Lauge auf die Nitroverbindung 
C.,,H,,N.0,. 0,1 ¢ der Nitrosiiure VII (aus Biliansiiure-oximlactam) léste 
man in 5Jeem 10°/,iger Natronlauge auf und siiuerte die Lésung nach 
1 stiindigem Stehen mit 10°/,iger Salzsiiure an, Die Fliissigkeit blieb zu- 
niichst klar, allmiihlich aber schied sich eine Krystallisation aus, die aus 
zwei deutlich voneinander verschiedenen Formen bestand: kleine derbe 
Krystalle mit stark spiegelnden Flichen und liingere prismen- bzw. nadel 
formige Krystalle, die vielfach stern-, biischel- oder garbenférmig an 
geordnet waren. Schon dieses Bild sprach dafiir, dai die Ketolactam 
tricarbonsiiure C,,H,,NO, (Formel wie V, aber an Stelle der NOH-Gruppe 
ein Sauerstoffatom), die ja in zwei ineinander umwandelbaren, wahrschein 
lich dimorphen Formen existiert, entstanden war. Nach mehrtiigigem Stehen 
waren die nadelférmigen Krystalle verschwunden und hatten sich in die 
andere Form umgewandelt, so daf nunmehr eine einheitliche Krystallisation 
von ,,kleinen Krystallen“ vorlag. Die ,,kleinen Krystalle“ zeigten den ge 
forderten Zersetzungspunkt (unscharf etwa 200°) und lieben sich leicht in 
ihrer Gesamtheit nach dem in der vorletzten Mitteilung angegebenen Ver- 
fahren’) in die ,,Nadeln‘* (Zersetzungspunkt etwa 260°) iiberfiihren, die sich 
ihrerseits wieder bei mehrtiigigem Stehen ihrer wiiBrigen Aufschwemmung 
vollstiindif in die Form der kleinen Krystalle umwandelten. 


5. Verhalten der Nitroverbindung C,,H,,N.0, gegen Salpeter 
saure. (0,1 ¢ des Nitrokérpers VII (aus Biliansiiure-oximlactam) brachte man 
mit 1,5 ecm farbloser Salpetersiure (D. 1,4) von Zimmertemperatur zusammen, 
es entstand eine klare Lésung, die sich allmiihlich gelb fiirbte, aber an- 
scheinend kein Gas entwickelte. Bei liingerem Stehen wurde die Lésung 
wieder farblos, im ganzen stand sie 6 Tage. Man gab nun 15 ecm Wasser 
hinzu, es trat eine gleichmibige Triibung auf und einzelne weibe Flocken 


) Diese Z. 265, 92 (1940). 
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schieden sich aus. Beim Stehen iiber Nacht verschwanden Triibung und 
Flocken und wandelten sich in gut ausgebildete Krystalle um, die den Zer 
setzungspunkt der Siiure VIIL (206—-207°) zeigten. Die Krystalle wiesen 
croBe Ahnlichkeit mit der einen Form der Ketolactamtricarbonsiiure (,,kleine 
Krystalle’, vgl. oben) auf, eine Ahnlichkeit, die schon seinerzeit bei der 
ersten Herstellung des Koérpers ©,,H,,N,O,, (aus Biliansiiure-oximlactam und 
Salpetersiiure) aufgefallen war. Dai im vorliegenden Falle nicht die Keto 
lactamtricarbonsiiure entstanden sein konnte, ergibt sich schon aus der ‘Tat- 
sache, dab diese Siiure ihrerseits auch durch Salpetersiiure bei lingerer 
Kinwirkung in die Nitro-([sonitro-)Ketolactamsiiure VIIL umgewandelt wird 
(vgl. oben). Zum UberfluB wurde noch das Reaktionsprodukt mit dem 
Reagens von Angeli und Castellana gepriift, es gab ebenso wie ein 
Priiparat notorischer Nitroketosiure VIIL (aus Biliansiiure-oximlactam und 
Salpetersiiure hergestellt) in der Kiilte sechwache Blaufiirbung, die in der 
Wiirme wieder versechwand. Ketolactamtricarbonsiiure gibt naturgemib 
weder in der Kiilte noch in der Wiirme mit Diphenylamin und konzentrierter 
Schwefelsiiure eine Fiirbung. Auch zersetzt sich die Ketolactamsiiure bei 
etwa 200° ohne sich zu verfiirben, wiihrend die Siiure VILL bei 206—207° 
unter Braunfiirbung aufschiiumt. — Die Beobachtung, dab die Nitrosiiure VII 
durch Salpetersiiure in die Nitroketosiiure VII iibergefiihrt wird, deutet auf 
die Méglichkeit hin, dafs auch bei der Bildung der Siiure VIII aus Bilian 
sjiure-oximlactam bzw. dem Nitrosokérper VI unter der Einwirkung von 
Salpetersiiure die Nitrosiiure VIL als Zwischenprodukt auftreten kénnte. Is 
wird aber von vornherein nicht wahrscheinlich sein, dai man sie hier in 
reinem Zustand gewinnen kann, da bei diesen Reaktionen einerseits die 
Nitrosoverbindung VI langsam verschwindet, anderseits aber das Endprodukt, 
die Siiure VIII, sehon bald aufzutreten beginnen diirfte. 









































Uber die Herkunft der gelben Farbstoffe des Bienenwachses 
Von 


Josef Tischer 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwerd) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Oktober 1940) 


Von dem Kittwachs (Propolis), mit dem die Bienen Spalten 
in der Wand ihrer Behausung verstopfen und in den Stock ge- 
langte EKindringlinge umhiillen, und dessen Hauptbestandteile nach 
Dieterich’) Harze, Wachs und eine balsamartige Substanz sind, 
trennt Philipp?) neuerdings wieder die ,,echte“ Propolis ab. Beide 
Stoffe besitzen eine hohe Desinfektionskraft; withrend aber das 
Kittwachs von harzigen Ausscheidungen der Trachtpflanzen her- 
rtthren soll, entsteht die echte Propolis beim Verdauungsprozeh 
des Pollens im Kaumagen der Biene*). Die Biene verstreicht mit 
Hilfe ihrer Zunge die zwischen den Oberkiefern ausgepreBten 
Propolistrépfchen auf den Zellwinden der Waben, die dadurch 
eine gelbe Fiirbung annehmen*). Das Auspinseln der Wachszellen 
mit der goldgelben echten Propolis fiihren die Bienen vor jeder 
Brutablage durch und erreichen damit eine keimfreie Kinbettung 
der Brut, zugleich eine Versteifung des Brutgehiiuses und viel- 
leicht auch einen erhéhten Schutz gegen Feuchtigkeit. Die Waben 
nehmen durch das Propolisieren die bekannte gelbe Farbe des 
rohen Bienenwachses an. Diese Farbstoffe bilden den Gegenstand 
der vorliegenden Arbeit. 

Zur Untersuchung dienten teilweise propolisierte Waben, die 
mir Herr Studienrat R. Jordan in Tetschen-Liebwerd aus seinen 
Versuchsstécken in dankenswerter Weise iiberlieB. Die propoli- 
sierten, aber noch leeren Zellpartien wurden aus den Waben 
herausgeschnitten, gewaschen, getrocknet und das Wachs im Thermo- 
staten bei 75° durch ein Papierfilter filtriert. 


') Chem. Z. 31, 987 (1907); Pharmaz. Z.halle. Dtschld. 51, Nr. 38 (1910). 
*) Biol. Zbl. 48, 705 (1928). 

*) P.W. Philipp, Der alte italienische Geigenlack, Dresden 1938, S. 32. 
‘) R. Jordan, Einblicke in das Leben der Bienen, Aussig 1940, S. 13. 
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Durch Adsorption an Aluminiumoxyd gelang es, den Farb- 
stoff der echten Propolis in mehrere Komponenten zu zerlegen. 
Zu diesem Zwecke wurde das im festen Zustand dottergelbe Wachs 
in warmem Benzin gelést und die gelbe Lésung nach Abtrennung 
eines beim Erkalten ausgeschiedenen farblosen Wachsanteiles durch 
eine mit benzindurchtrinktem Aluminiumoxyd beschickte Réhre 
filtriert. Das dabei auftretende Chromatogramm wies nach seiner 
Entwicklung mit Benzin von oben nach unten folgende von un- 
gefiirbten Partien unterbrochene Farbzonen auf: I citronengelb, 
II hellorange, III orange, IV lachsfarben, V hellorange, VI hell- 
orange. Die Zonen V und VI waren sehr schmal, das Filtrat 
farblos. Die Hauptmenge der firbenden Stoffe enthielten die 
Zonen I und III, weniger Farbstoff war in der Zone II enthalten, 
und die iibrigen gefiirbten Bezirke IV, V und VI enthielten nur 
Spuren Farbstoff. 

Das Pigment der aus dem Adsorptionsrohr herausgehobenen 
Zone [ war mit alkoholhaltigem Benzin nicht eluierbar, wohl aber 
konnte es durch wiederholte Extraktion mit heiber athylalkoho- 
lischer Kalilauge in Lisung gebracht werden, wobei sich die gelbe 
Farbe noch vertiefte. Beim Erkalten der vom Aluminiumoxyd 
abfiltrierten gelben Lisung fielen gréBere Mengen eines gallertigen 
Niederschlages aus, der aus den Kalisalzen hochmolekularer Wachs- 
siuren bestand. Durch Ansiuern mit verdiinnter Schwefelsiure 
wurden die Wachssiiuren in Freiheit gesetzt und nach dem Er- 
kalten abfiltriert. Bei der Untersuchung der von den farblosen 
Begleitstoffen gereinigten, wieder alkalisch gemachten und stark 
eingeengten alkoholischen Farbstofflésung im GittermeB-Spektro- 
skop nach Léwe-Schumm wurde eine totale Endabsorption im 
kurzwelligen Teil des Spektrums beobachtet, die bei sehr kon- 
zentrierten Lisungen schon im Blaugriin begann. Charakteristische 
Absorptionsbanden waren nicht zu erkennen. Setzte man der 
gelben Liésung konzentrierte Schwefelsiure zu, so trat eine starke 
braunrote Farbung auf. Mit Antimontrichlorid in Chloroform: wurde 
keine Farbenreaktion erzielt. 

In seinem Verhalten iihnelt dieser Farbstoft dem gelben 
Pollenpigment, das mit den Sporopolleninen sehr fest verkettet 
ist. Zum Vergleich wurde der Pollen von ‘l'ypha latifolia L., 
der von einer friiheren Untersuchung stammte und daher zur Hand 
war, herangezogen. Auch der Pollenfarbstoff lieB sich aus den 
mit Seesand zerriebenen Typha-Pollenkérnern mit keinem der 
iiblichen organischen Lésungsmittel extrahieren, leicht dagegen 














































16 Josef Tischer, 
mit ithylalkoholischer Kalilauge, wobei wie beim alkoholisch- 
alkalischen Kluat der Zone I eine Farbvertiefung nach Orange 
eintrat. Auch die oben erwihnte Farbenreaktion mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure war die gleiche. Zetzsche®) sieht sie als 
charakteristisch fiir die gefarbten Sporopollenine an. Mit Antimon- 
trichlorid gab der Pollenfarbstoff ebenfalls keine Farbenreaktion, 
und auch sein spektrales Verhalten deckte sich véllig mit dem oben 
fiir die I. Komponente des Propolis-Farbstoffes beschriebenen. 

Es handelt sich somit bei dem in Zone I adsorbierten Pigment 
mit grofer Wahrscheinlichkeit um einen der gelben, schwer léslichen 
Pollenfarbstoffe. Unsere Versuche sprechen dafiir, daB dieser Farb- 
stofi den Charakter einer Siure hat, aber nicht in die Klasse der 
Polyene einzureihen ist. Er wird offenbar erst durch die Hin- 
wirkung gewisser Knzyme des Kaumagens der Biene léslich. Ver- 
suche, rein weibes Jungfernwachs durch lingeres Krhitzen im 
siedenden Wasserbad mit sonst unbehandeltem Typha-Pollen an- 
zufairben, schlugen fehl; das abfiltrierte Wachs war wieder voll- 
kommen farblos. 

Zum Unterschied von diesem Farbstoff erwiesen sich die 
Pigmente der folgenden gefiirbten Zonen als in Pflanzen und 
Pflanzenorganen sehr verbreitet vorkommende Carotinoide. Ks 
ist daher wahrscheinlich, daB auch diese aus dem von den Bienen 
eingebrachten und verarbeiteten Pollen stammen. Die eluierten 
Carotinoide der einzelnen Zonen wurden, soweit das vorhandene 
Material ausreichte, niher charakterisiert. 

Das Pigment der Zonell stellte ein schon veriindertes Caro- 
tinoid vor, das zwar noch die Blaufiirbung mit Schwefelsiure gab, 
aber weder in Benzin (70—80°), noch in Schwefelkohlenstoff ein 
klares Spektrum erkennen lieB. Die sehr verschwommenen Ab- 
sorptionsbanden sprechen fiir ein verindertes Lutein bzw. 
ein von diesem sich ableitendes Farbwachs. Bei Verteilungsver- 
suchen nach vorangegangener Verseifung blieb die Hauptmenge 
des Farbstoffes in der Benzinphase, eine Beobachtung, die auch 
andere Forscher an durch Autoxydation veriinderten Xanthophyllen 
schon wiederholt gemacht haben®). 

Der Farbstoff der Zone III erwies sich auf Grund seiner 
spektroskopischen Untersuchung und der ausgefiihrten Verteilungs- 
versuche als ein Ester des Luteins. Im Gittermeb-Spektro- 
°) Kork und Cuticularsubstanzen, in Kleins Handbuch der Pflanzen- 


analyse, 3, Wien 1932, 8. 205—239. 
5) L. Zechmeister, Carotinoide, Berlin 1934, S. 108 f. 
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skop wurden nach Vorschaltung eines Kupferoxydammoniak- Filters 
in Benzin (70—80°) die optischen Schwerpunkte bei 478, 447 uu 
gemessen, in Schwefelkohlenstoff bei 510, 477, 445 uu. Der un- 
verseifte Farbstoff verhielt sich bei der Verteilung zwischen 
Benzin (70—80°) und 90°/,igem Methanol vollkommen epiphasisch. 
Nach schonender Verseifung des Farbwachses mit athylalkoholi- 
scher Kalilauge und nach Entmischung mit Wasser verblieb die 
Hauptmenge des Farbstoffes in der Unterschicht. Auch bei Ver- 
teilungsversuchen zwischen Benzin und 90°/,igem Methanol ver- 
hielt sich das verseifte Pigment fast vollkommen hypophasisch. 

Der in Zone LV angereicherte Farbstoff ist offenbar 3-Carotin. 
Er blieb bei Verteilungsversuchen vor und nach Behandlung mit 
alkoholischer Kalilauge in der Benzinphase. Spektra in Benzin 
(T0—80 °): 485, 452, 424 wu, in Schwefelkohlenstoff: 520, 484, 452 uu. 
Kin Mischchromatogramm mit reinstem f-Carotin fiel vollkommen 
einheitlich aus. 

Die nur in Spuren vorhandenen Farbstoffe der Zonen V 
und VI lieferten trotz Anreicherung in Schwefelkohlenstoff vollig 
verschwommene und nicht meBbare Spektra. Nach Behandlung 
mit alkoholischer Lauge verhielt sich die Hauptmenge des Farb- 
stoffes der Zone V epiphasisch und auch das Pigment der Zone VI 
blieb bei Verteilungsversuchen restlos in der Benzinphase. 

Um die Propolis-Farbstoffe mit den Farbkomponenten 
des gewéOhnlichen gelben Bienenwachses vergleichen zu 
kénnen, wurde eine gréBere Menge, (450 g) Bienenwachs auf seine 
Farbstoffe untersucht. Bei der Adsorption der gelben Pigmente 
an Aluminiumoxyd wurde wieder der citronengelbe Pollenfarbstoft 
im obersten Abschnitt des Adsorptionsrohres festgehalten, dann 
folgten zwei orangefarbene Bezirke und schlieBlich eine lachs- 
farbene Zone, alle durch ungefiirbte Zwischenriéiume unterbrochen. 
Die bei der Adsorption der Propolis-Farbstoffe nur undeutlich 
ausgeprigten Zonen V und VI wurden hier nicht beobachtet. In 
krystallisierter Form waren die Farbstoffe auch beim gewéhnlichen 
Bienenwachs nicht zu erhalten; zu diesem Zwecke miiBten wesent- 
lich gréBere Wachsmengen verarbeitet werden. 

Das mit alkoholischer Kalilauge aus der obersten Zone eluierte 
Pigment zeigte vdéllig die gleichen Léslichkeitseigenschaften, 
Farbenreaktionen und dasselbe spektrale Verhalten wie der aus 
Zone I der Propolis-Farbstoffe eluierte Pollen-Farbstoft. 

Die folgenden Zonen enthielten wiederum Carotinoide. Im 
Vergleich zu den Propolis-farbstoffen bot jedoch der Luteinester 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 267 Pe 
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der Zone II ein viel deutlicher ausgepriigtes Spektrum. Beim 
Verteilungsversuch erwies sich das unverseifte Pigment epiphasisch, 
Nach schonender Verseifung und Entmischung blieb ein Teil des 
Farbstoffes in der Benzinphase. Dieser benzinlésliche Anteil mit 
verschwommenem Lutein-Spektrum stellt offenbar wieder ein durc); 
Autoxydation verindertes Lutein vor. Aus der Unterschicht abe: 
wurde ein hypophasisches Pigment mit deutlichem Lutein-Spektrum 
erhalten. Der Farbstoff der Zone III zeigte die gleichen Eigen- 
schaften und verhielt sich ebenso wie der in Zone III der Propolis- 
Farbstoffe angereicherte Luteinester. Im gewoéhnlichen Bienen- 
wachs sind demnach zwei verschiedene Ester des Luteins deutlich 
unterscheidbar, von denen der eine, in der Zone II adsorbierte, 
offenbar wegen der Kleinheit der verarbeiteten Materialmenge in 
der Propolis nicht so klar erkennbar war. Zone IV enthielt 
wieder #-Carotin. 

Die im GittermeB-Spektroskop mit vorgeschaltetem Kupfer- 
oxydammoniak- Filter gemessenen optischen Schwerpunkte der 
freien Farbstoffe des Bienenwachses und ihr Verhalten bei der 
Verteilung zwischen Benzin (70—S80°) und 90 bzw. 95 °/,igem 
Methanol fiihrt die nachstehende ‘l'abelle an. Im gewéhnlichen 
Bienenwachs sind somit im wesentlichen dieselben Carotinoide 
enthalten wie in der Propolis. 














Obersehicht Unterschicht 
Absorptions- Verhalten Absorptions- Verhalten 
Zone maxima in beim maxima in beim 
Benzin (70—80°), - Verteilungs- Benzin (70—80°); Verteilungs 
uu versuch ue versuch 
nu |) 479, 448 (77, 448 
undeutlich epiphasisch hypophasisch 
if] 479, 448 Hauptmenge 177, 447 
undeutlich epiphasisch | hypophasiseh 
lV 185, 452, 424 | rein epiphasisc] 


Die gelbe Farbe des gewéhnlichen Bienenwachses 
beruht demnach auf den gleichen Farbstoffen, wie sie 
auch in der echten Propolis vorhanden sind, mit der die 
Bienen die an sich weiBen Wachszellen anfirben, und da 
die Propolis-Farbstoffe sehr wahrscheinlich dem von den 
Bienen verarbeiteten Pollen entstammen, diirfte die 
Gelbfirbung des Bienenwachses im wesentlichen auf die 
velben Pollenfarbstoffe zuriickzufiihren sein. 
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3eim Um iiber die Menge der im rohen bienenwachs enthaltenen 

isch, Carotinoide eine Vorstellung zu gewinnen, wurde sie colori- 

des metrisch zu schiitzen gesucht. Als Vergleichslésung diente eine 

mit alkoholische Lésung von Azobenzol nach Kuhn und Brockmann’). 

urch Die Messung ergab einen Gehalt von 12,8 mg Carotinoiden in 

uber 100g gelbem Bienenwachs (berechnet als Helenien). Sicherlich 

rum wird die Menge der Carotinoide in Bienenwachsen verschiedener 

5€N- Herkunft schon infolge ihrer unterschiedlichen Fiarbung grobe 

dLis- Schwankungen aufweisen. 

1€n- 

lich Experimenteller Teil 

Tle 

sd Die Farbstoffe der Propolis 

lelt Kine der zur Untersuchung verwendeten Waben bestand zur Giinze 
aus noch leeren Zellen, von denen einzelne Gruppen propolisiert waren; 

fe. die andere war eine Brutwabe und enthielt in der Mitte abgedeckelte, mit 
Brut versehene Zellen, an die sich nach auben gelbe und sehlieblich un 

der gefirbte leere Zellverbiinde anschlossen. Die propolisierten, von den Bienen 

der noch fiir keinerlei Zweck verwendeten Zellgruppen beider Waben wurden 

em mit einem Messer sorgfiltig abgetrennt. Ihre Menge wog etwa 20g. Sie 

sen wurden durch wiederholtes Ausschiitteln mit je '/, Liter destiliertem Wasser 


' gewasechen, bis mit Fehlingscher Lésung nur noch Spuren von Zucker 
ide nachweisbar waren. Dadurch wurde der-anhaftende Honig entfernt, der 
bei der Manipulation aus der Brutwabe ausgetreten war und die propoli- 
sierten Zellen verunreinigt hatte. Die gewaschenen Zellverbiinde wurden 
mit Filtrierpapier abgetupft und itiber Blau-Gel im Vakuumexsiceator ge- 
trocknet. Zwecks weiterer Reinigung wurde das propolisierte Wachs im 
Trockenschrank bei 75° filtriert. Im gesehmolzenen Zustand war das Wachs 
rein goldgelb und sogar kriftiger angefiirbt als ein zum Vergleich heran- 
gezogenes geschmolzenes gewoéhnliches Bienenwachs. Nach dem Erstarren 
war die Farbe des propolisierten Wachses dottergelb. Das Wachs wurde 
sodann in etwa 150 cem Benzin (70—80°) gelést und die Lésung auf Zimmer 


temperatur erkalten gelassen. Die dabei ausgefallenen farblosen Anteile 
wurden abfiltriert und mit etwa 50 ccm Benzin nachgewaschen. Die ver 
einigten Benzinlésungen wurden durch eine mit Aluminiumoxyd beschickte 
und mit Benzin (70—80°) durehtriinkte Adsorptionssiiule filtriert und das ent- , 


standene Chromatogramm dureh Nachwaschen mit Benzin entwickelt. Dabei 
bildeten sich 6 Farbzonen aus, von denen die untersten zwei eben noch 


- erkennbar waren. Die zwischen den gefiirbten Zonen liegenden ungefiirbten 
Le Bezirke wurden verworfen. 
Le Der citronengelbe Pollenfarbstott der Zone | konnte dem Adsorptions 
a mittel nur mit heiber ithylalkoholischer Kalilauge entzogen werden; die 
0 noch lauwarme alkoholische Lésung wurde mit verdiinnter Schwefelsiiure 
P schwach angesiiuert; dabei fielen Wachssiiuren aus, die nach dem Erkalten 
abfiltriert wurden. Die stark aufgehellte schwefelsaure Lésung wurde durch 
e 


‘) Diese Z. 206, 41 (1932). 
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Zusatz von alkoholischer Kalilauge wieder alkaliseh gemacht, wodureh dix 
urspriingliche Fiirbung wiederhergestellt wurde. Ein dabei ausgefallene; 
weiber Niederschlag wurde abfiltriert und das gelbe alkoholisch-alkalise), 
-Filtrat auf dem Wasserbad stark eingeengt. Die Lésung wurde nochmak 
filtriert und fiir die im ersten Teil beschriebene spektroskopische Unter 
suchung verwendet; mit konz. Schwefelsiiure gab sie die dort beschrichene 
Reaktion, mit Antimontrichlorid reagierte sie nicht. 

Kin Vergleich wurde mit dem aus Typha-Pollen extrahierten gelbey 
Pigment ausgefihrt. Die Pollenkérner wurden mit Seesand fein zerrieben 
und der gelbe Farbstoff zuniichst mit verschiedenen organischen Lésungs. 
mitteln zu extrahieren versucht. Er erwies sich aber in Alkohol, Ather 
Benzin, Aceton, Chloroform, Benzol u. a. auBerordentlich schwer léslicl,. 
leicht lieB er sich dagegen mit alkoholischer Kalilauge extrahieren, wobei 


eine orangefarbene Loésung erhalten wurde. Die Farbstofflésung gab mit] 


konz. Sehwefelsiiure eine tiefbraunrote Fiirbung, mit Antimontrichlorid 
keine Farbenreaktion. Ihr Spektrum war vollig gleichartig mit dem des 
Kluates aus der obersten Zone der Propolis-Farbstoffe. 

Die in den folgenden Zonen enthaltenen Farbstoffe gaben auf Grund 
ihrer Blaufirbung mit konz. Schwefelsiiure und mit Antimontrichlorid in 
Chloroform ihre Zugehérigkeit zu den Carotinoiden zu erkennen. Sie wurden 
mit alkoholhaltigem Benzin (70—80°) eluiert, die Benzinlésungen alkoholfrei 
gewaschen, mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet und bei vermindertem 
Druck im Stickstofistrom eingeengt. Die Losungen wurden spektroskopisch 
sowie auf ihr Verhalten bei der Verteilung zwischen Benzin (70—80°) und 
90°/,igem Methanol untersucht. 

Das Carotinoid der Zone II lief im Gittermeb-Spektroskop sowohl in 
Benzin als auch in Schwefelkohlenstoff ein sehr verschwommenes Lutein- 
Spektrum erkennen. Bei Verteilungsversuchen verhielt es sich epiphasisch 
und auch nach schonender Verseifung mit ithylalkoholischer Kalilaug: 
blieb die Hauptmenge des Farbstoffes in der Benzinphase. Auch das 
Spektrum des verseiften Pigmentes war sehr undeutlich. 

Der Farbstoff der Zone III zeigte dagegen deutlich die optischen 
Schwerpunkte des Luteins. Das unverseifte Pigment verblieb beim Vertei- 
lungsversuch in der Benzinphase. Das Farbwachs wurde 5 Stunden mit 
iithylalkoholischer Kalilauge bei 50° verseift, das Reaktionsgemisch mit 
dest. Wasser entmischt, wobei die Hauptmenge des Farbstoffes in der 
Unterschicht verblieb. Nach der Abtrennung der Benzinphase wurde das 
Pigment durch viel Wasser und Kochsalzzusatz in Benzin getrieben und 
die Benzinlésung alkalifrei gewaschen. Bei der Verteilung suchte der ver. 
seifte Farbstoff gréBtenteils wieder die Unterschicht auf. Seine Benzin- 
lésung wurde im Stickstoffstrom bei vermindertem Druck eingeengt und 
zeigte bei der spektroskopischen Untersuchung die optischen Schwer- 
punkte: 478, 447 wu, in Schwefelkohlenstoff: 510, 477, 445 uu. 

Das Pigment der Zone IV verhielt sich bei Verteilungsversuchen vor 
und nach Behandlung mit ithylalkoholischer Kalilauge rein epiphasisch 
und gab im Spektroskop ein deutliches #-Carotin-Spektrum zu erkennen. In 
seiner Benzinlésung wurden einige Krystillchen reinstes g-Carotin geldst 
und das Farbstoffgemisch an Aluminiumoxyd adsorbiert. Auch nach liingerem 
Nachwaschen mit Benzin trat keine zweite Farbzone hervor. 
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=. die Die Farbstoffe des gewOhnlichen Bienenwachses 

, a Cner 

kaliseh Versuche z. T. mit E. Illner 

ochmals 450 g Bienenwachs wurden in 4,5 Litern warmem Benzin (70—80° 


» Unter. gelist und die Lésung auf Zimmertemperatur abkiihlen gelassen. Dabei 
richene fel ein GroBteil des gelésten Wachses fast ungefiirbt aus; das ausge- 
schiedene Wachs wurde abfiltriert und mit Benzin nachgewaschen. Die 
gelben Bcelésten Farbstoffe wurden in mehreren Siiulen an Aluminiumoxyd adsor- 
Trieben #biert. Dabei bildeten sich je vier gefirbte Zonen mit den gleichen Farb- 
Osungs- FP puancen aus wie bei der Adsorption der Propolis-Farbstoffe, die von un- 
Ather, § gefiirbten Zwischenschichten unterbrochen waren. Die dort eben noch sicht- 
lslich, B baren zwei untersten Farbzonen waren hier nicht vorhanden. 
wobei Die citronengelben obersten Zonen der einzelnen Adsorptionen wurden 
ab mit] vereinigt und der Farbstoff nach vergeblichen Lésungsversuchen mit alko- 
chlorid § jolhaltigem Benzin wieder durch alkoholische Kalilauge yom Adsorptions- 
m des # pittel abgelést. Er wurde in der gleichen Weise weiter untersucht wie 
oben beschrieben und verhielt sich vollkommen gleichartig wie das aus der 
Grund § Propolis und vergleichsweise auch aus Typha-Pollen isolierte Pigment. 
rid in Die aus den korrespondierenden Zonen If bis [V der einzelnen Ad 
‘urden § sorptionen erhaltenen Eluate wurden vereinigt, die Benzinlésungen mit 
1olfrei F Wasser griindlich ausgewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Zwecks 
ertem — weiterer Reinigung wurden die Pigmente der drei Lésungen ein zweites 
ypisch # Mal an Aluminiumoxyd adsorbiert, wobei die Farbstoffbezirke viel enger 
) und § abgegrenzt wurden. 
Die sechlieBlich erhaltenen Eluate der zweiten Adsorption verhielten 
yh] in § sich bei Verteilungsversuchen ebenso epiphasisch wie die der Zonen II 
itein- & bis IV der Propolis-Farbstoffe, und auch ihre Spektra waren die gleichen, 
sisch — nur mit dem Unterschiede, dab das Lutein-Spektrum der Zone II sehr deut- 
auge & lich erkennbar war. 
das Die drei Pigmentlésungen wurden mit einem kleinen Uberschu8 an 
Natriumiithylat wiihrend 24 Stunden bei 48° schonend verseift. Das Reak- 
chen @ tionsgemisch wurde dann mit Alkohol verdiinnt und mit soviel dest. 


rte. | Wasser versetzt, daB die bei der Entmischung entstandene Unterschicht 
mit @ 50°/, Alkohol enthielt. 
mit Der Farbstoff der Zone II verteilte sich auf beide Schichten. Die 


der § Benzinschicht wurde abgetrennt und die Unterschichten wiederholt mit 
das § Benzin ausgeschiittelt. Die vereinigten Benzinschichten wurden einmal mit 
und § 80°/,igem Alkohol durchgeschiittelt und die nur schwach angefirbte Alko- 


ver- — holphase mit der Unterschicht vereinigt. Die Benzinschicht wurde ge- 
zin- § waschen, getrocknet und spektroskopisch untersucht. Die Absorptions- 
und § maxima waren undeutlich und lagen bei etwa 479, 448 uu. Bei der Ver- 
ver- § teilung zwischen Benzin (70—80°) und 90°/,igem Methanol blieb der Farb- 


stoff gréBtenteils in der Benzinphase. Das in der alkoholisch-alkalischen 
vor § Unterschicht verbliebene Carotinoid wurde durch Zusatz von viel Wasser 
sch und festem Kochsalz in Benzin getrieben. Spektrum: 477, 448 uu. Bei der 
In Verteilung verhielt sich das Pigment hypophasisch. 

In gleicher Weise wurde auch das nach der Verseifung erhaltene 
Reaktionsgemisch der Zone III behandelt und verhielt sich dabei ganz 
eleichartig wie das der Zone II. 
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Das $-Carotin der Zone IV ergab in Benzin (70—80°) die Absorp 
tionsmaxima: 485, 452, 424 wu, in Schwefelkohlenstoff: 520, 484, 452 uu. 

Zur kolorimetrischen Schiitzung der Carotinoid-Menge wurden 10 » 
Wachs in 100 cem Benzin (70—80°) gelist und die Lésung zwecks Ent 
fernung des gelben Pollenfarbstoffes durch eine etwa 3 em hohe und 1 ey 
breite Aluminiumoxydschicht filtriert. Um die Carotinoide dem Adsorp 
tionsmittel restlos zu entziehen, wurde wiederholt mit heiBem Benzin nach 
gewaschen. Das Filtrat wurde auf 250 cem aufgefiillt und mit einer 
Standard-Lésung, die in 100 cem 96°/,igem Alkohol 14,5 mg reinstes Azo 
benzol enthielt, kolorimetrisch verglichen. Der ermittelte Wert wurde au 
das Farbwachs Helenien umgerechnet. Eine mit Azobenzol-Standard-Lésuny 
farbgleiche Helenienlésung enthiilt in 1 ecm Benzin (70—80°) 0,0046 mg di 
Carotinoids (7). Die Wachslésung war ein wenig tiefer angefirbt als der 
Standard. Die Farbtiefen der beiden Lésungen verhielten sich wie 90 : 100. 
Daraus ergab sich in 10 g Wachs eine Menge von 1,28 mg Carotinoiden, 
berechnet als Helenien. 


Der Deutschen Forschungsgemeiuschaft Berlin danke ich fiir Car 
die leihweise Uberlassung eines GittermeB-Spektroskopes. 

















Uber das Tetanus-Antitoxin 


Von 


B. Helferich und H. Lutzmann 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Oktober 1940) 


Wie aus der folgenden Tab. 1 hervorgeht, liBt sich mittels 
Carboralfin (C der I. G.) dem Tetanusserum ein erheblicher Teil 
der gelésten Stoffe, fast die Hilfte, entziehen, ohne daB die Anti- 
tetanuswirkung dabei sinkt. 

Die Versuche wurden folgendermaBen durchgefiihrt: Kin Vol-tl. 
des urspriinglichen, steril abgefiillten und aufbewahrten Serums 
wurde mit destilliertem Wasser auf das 5 fache Volumen verdiinnt. 
Je 10 ccm dieses verdiinnten Serums wurden mit steigenden Mengen 
Carboraffin C bei Zimmertemperatur auf der Maschine 22 Stunden 
lang geschiittelt und dann durch ein gewoéhniiches Filter abgesaugt. 
3 cem des Filtrats dienten zur Riickstandsbestimmung, durch Kin- 
dunsten im Exsiccator bei 2 mm erst iiber Chlorcalcium, dann 
iiber Phosphorpentoxyd, bis zur Gewichtskonstanz. Kin anderer 
Teil wurde nach Zugabe der iiblichen Menge Phenol (pro Kubik- 
zentimeter Serum 0,025 ccm einer Liésung von 20g Phenol in 
88 g Glycerin und 2 ccm Wasser) zur Antitoxin-Wertbestimmung 
verwandt. 

Bei Verwendung von 1,5 g Carboraffin auf 10 ccm des ver- 
diinnten Serums wird gerade ein Maximum an Begleitstoffen adsor- 
biert, ohne daB die Antitetanuswirkung wesentlich leidet (Versuche 
Nr. 13 und 14 der Tab. 1). 

Die so vorgereinigte Lisung haben wir im folgenden auf ihren 
Gehalt an Kohlenhydraten untersucht. Dazu stand die Methode 
von M. Serensen!) zur Verfiigung, die es erlaubt, Zucker neben 
KiweiBstoffen zu bestimmen, auch wenn sie in gebundener Form 
oder als Oligo- bzw. Polysaccharide vorliegen. 


G. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 (1935). 





') Marg. Serensen u. 
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Tabelle 1 








. g Carboraffin e Riickstand*) Antitetanuseinheiten 
Versuch = (neue deutsche) 
auf 10,0 eem in 10 cem verd. ar 
Nr. A.E. im ecem verd. 
verd, Serums Serums Serums 
| 0.00 O2215"") YO 
Z 0,02 0.2193 96 
5 O.05 QO.2155 Y6 
{ 0.10 0.2143 Of 
: 0,20 0.2063 Qf} 
(} 0,25 0.2050 OG 
( 0,30 Q,1983 96 
; 0,35 00,1966 96 
4 0.40 0.1926 96 
10 0,45 0.1893 96 
1] O50 0.1873 OG 
12 1,00 0,1523 Q6 
13 1,50 0,1166 96 
l4 1,50 0.1183 SO 
15 2,00 0,0770 96 
16 2.50 0.0416 < Yb 











Zum Vergleich wurde ein praktisch antitetanus-freies Pferdeserum 
ebenso untersucht: 
17 0,00 0.1566 * 
18 1.50 0,0295 **) 
*) Der aus dem Carboraffin bei Behandlung mit der gleichen Menge 
Wasser verbleibende (in Wasser lésliche) Riickstand ist beriicksichtigt. 
*) Mittelwert aus mehreren Messungen. 


Die Versuche wurden genau nach der von M.Soerensen an- 
gegebenen Vorschrift”) durchgefiihrt. Tab. 2 gibt die Extinktions- 
werte fiir reine Glucose bei Verwendung der Filter S 53 (830 mm 
Kiivette) und S 43 (10 und 5 mm Kiivette) des Zeiss-Stufenphoto- 
meters. Erhitzt wurde in allen Versuchen 20 Minuten auf 80°. 
Die Extinktion einer gleichbehandelten, aber orcinfreien Vergleichs- 
lésung wurde stets beriicksichtigt. Die in der Tab. 2 niedergelegten 
Zahlen wurden benutzt, um aus der Extinktion der weiteren Ver- 
suche (Tab. 3—5) auf die Mengen Zucker der betreffenden Lésungen 
zu schlieBen. 

Der Zuckergehalt in der Tab. 3 und in den folgenden ‘l'abellen 
wurde unter der sicher unrichtigen Annahme errechnet, daB nur 
Glucose im Serum vorhanden wiire. Daf diese Annahme ‘nicht 
richtig ist, geht — abgesehen von den Ergebnissen friiherer Arbeiten 
iiber das Vorkommen von Kohlenhydraten im Pferdeblutserum — 


Wie ') S. 253 und besonders 256, Tab. LI, Fig.*6, Nurve 1, 





































Nr 








auch daraus hervor, daB die Ergebnisse fiir die beiden Filter recht 


verschieden sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit iiber den Gehalt 
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45 
































ten , ° —. - 
an Kohlenhydraten sind daher nur vorliufig und bediirfen der 
d. Erginzung durch die weitere Anwendung der Methode Serensen 
| (Zeitkurven). Ein erster Vergleich ist immerhin méglich. 
Tabelle 2 
- E E KE E 
. ms S 53 S 43 S53 pro S 45 pro 
Glucose (30 mm) (10 mm) O,l mg Gl. 0,1 mg Gl. 
0,00 (036 0.110 
0,04 0,197 0,44] 0,492 1,100 
0,08 (),348*) 0,730 0,435 0,912 
0,12 0,461 1,028 0,384 0,856 
0.16 0,556*) 1,302 0,347 Q,S13 
0,20 0,630*) 1,502 O315 O75] 
*) Mittelwert aus mehreren Messungen. 
Tabelle 3 
Extinktion (Filter 8 53 und S 43) von Antitetanus-Pferdeserum 
5 5 + S 53 Ss j ; rs = 
5 Ko a nod & 
t Nr. (2.55 | i ; ; ” Gil. | Xs —- 
| Nr. 1% mae 1D mg Gi. be kK me Gi} ‘% =e he 
a oi. ; im im - 
25 > 1(30 mm) in 1 cem Rijekstd.| (10 mm) in | ccm Rijekstd. ~ hag 
0,0 0,032 - 0,083 
. (0,2 0,048 0,003 (),3- 0,268 0,02] 2,40 0,88) 
, 2 0,4 0,120 0,022 1,25 0,439 0,045 2,44 1,76 
‘ > | 06 0,195 | 0,040 15] 0,583 | 0,062 2.35 2 64 
| 0.8 0,262 O,059 1,65 0,748 0,086 2,44 3,52 
1,0 0,33 0,077 1,75 O,SS88 0,105 2,39 1,40 
() 1,2 0,403 0,096 1,82 1,038 0,125 2,37 5,28 
7 ‘ 1,4 0,481 0,127 2,06 224 0,153 2,48 6,16 
Mittel 167 | 2,41 
*) Der Riickstand wurde nur einmal bestimmt (in | eem des 1:5 ver 


diinnten Serums 22,0 mg Riickstand) und dann aus der Verdiinnung 
errechnet. 


Als Mittel aus den Versuchen der ‘l'ab. 3 (der erste, ein- 
veklammerte Versuch ist wegen zu grofer Ungenauigkeit weg- 
gelassen) ergibt sich 1,67°/, des Trockenriickstandes bei Filter $53 
und 2,41°/, bei Filter S 43 als Kohlenhydrat des unverinderten 
Antitetanus -Pferdeserums. 
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ie gleichen Messungen wurden nun auch mit dem Serum 
durchgefiihrt, das vorher durch Carboraffin gereinigt war. Und 
zwar wurde die Menge Carboraffin genommen, die den Versuchen 13 
und 14 der Tab. 1 entspricht, die also die Antitetanuswirkung 
gerade noch so gut wie unverdndert laBt. (1,5 g auf 10 ccm des 
1:5 verdiinnten Serums.) 


Tabelle 4 


Extinktion E (Filter S 53 und 8 43) von Antitetanus-Pferdeserum 
nach Vorbehandlung mit Carboraffin 

















BEL S 53 S 43 S 
NrIlo@ oe ' | % GL 1 | GL | BSS 
sea (ns = KE me Gl. 0. DF mg Gl. 0, al. aoe 

J Ol. mee im ihe im ‘. = 

2 = >1(30 mm) in 1 eem liickst, | (4U mm) in 1 ecm Riickstd. iota 

0,0 0,035 | 0.097 ve a 
a 0,5 0,053 | 0,005 041 | 0,337 | 0,030 2,48 1,21) 
2 1,0 0,131 | 0,024 100 | 0,617 | 0,067 2.77 2 42 
3 1 15 | 0,202 | 0,041 1,13 | 0,828 | 0,094 | 259 | 3.63 
Li 30 0.275 | 0,060 1,24 | 1,044 | 0,124 256 4,84 

| 
Mittel ae 2.64 


*) Der Riickstand wurde nur einmal bestimmt (in 1 cem des 1:5 ver 
diinnten Serums 12,1 mg Riickstand) und dann aus der Verdiinnung 
berechnet. 


Kiir das mit Carboraffin vorbehandelte Antitetanus-Serum 
ergibt sich also im Mittel ein Gehalt des Trockenriickstandes von 
1,12°/, Zucker bei Verwendung des Filters S53, von 2,64°/, bei 
Filter 843. Auch diese Werte sind nur vorlaufige, da sicher nicht 
nur Glucose vorhanden ist. 

SchlieBlich sind die gleichen Messungen fiir normales, prak- 
tisch antitetanusfreies Serum in der folgenden Tab. 5 nieder- 
celegt. 

Wie aus den Zahlen dieser Tabelle hervorgeht, ist der Riick- 
stand sowohl wie der Gehalt an gebundenem Zucker bei dem 
antitoxinhaltigen Serum stets gréBer als bei dem in gleicher Weise 
behandelten normalen, antitoxinfreien Serum. Die Differenz im 
Riickstand wie die Differenz im Zucker kann mit dem Antitoxin- 
gehalt begriindet werden. 

Wie schon oben erwihnt worden ist, kénnen die bisherigen 
Messungen nur als vorliufige gelten. Die weiteren notwendigen 
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rum Tabelle 5 
Und Extinktion (Filter S 53 und S 43) vom normalen Pferdeblut-Serum 
213 = = 
d Mo SS ag 
eS KH ss 0 . 0 ‘ ws ¢ 
Vr. 2105 ees ’ ‘ Gi. ’ ‘ Gl. 7 
Al g a sr G ° me \ oP G . sf a 
a" Oi. : ™S ) im o im = 
SEF (S30 mm) in | com Rijekstd.| (LU mm) in | ccm Riickstd. oe 
0.0 0,035 0,094 
O,0 O,1158 0,021 1.33 0,482 0,047 2,97 1,58) 
9 1,0 0,251 0,056 1,77 0,747 0,084 2 66 3,16 
—— 4 1,2 0,303 0,069 1,82 1,012 0,120 3 3,79 
: Lo 0,351 0,082 Lvs 1,202 0,144 3,04 1,74 
, = ) 1,8 0,423 0,103 1,81 1,360 0,171 3,00 5.69 
ie Mittel 1,78 | 9 
3.5 Extinktion (Filter 8 53 und S 43) vom normalen Pferdeblut-Serum 
' nach Vorbehandlung mit Carboraffin 
(1,5 ¢ auf 10 eem des 1:5 verdiinnten Serums) 
1) 0,0 0,039 “- 0,099 
9 6 1,0 0,097 | 0,015 2.50 0,342 0,030 5,00 0.6) 
2 ( 15 0,120 0,020 2,22 0,433 0.040 1,44 0.9 
4 ; 2,0 0,168 0,032 2,67 0,573 0,057 175 12 
9 2,5 0,188 0,037 2,47 0,675 0,074 1.93 1,5 
IQ) A 0,228 0,047 2.61 0,786 0,088 LSU Ls 
ree is aa 
is Mittel | 249 | 1,75 
ng Der Riiekstand wurde nur einmal bestimmt (in | cem des 1:5 ver- 
diinnten Serums 15,8 mg Riickstand) und dann aus der Verdiinnung 
berechnet. 
m **) Der Riickstand wurde nur einmal bestimmt (in 1 ccm des 1:5 ver 
| diinnten Serums 3,0 mg Riickstand) und dann aus der Verdiinnung 
™ berechnet. 
e] Tabelle 6 





Antitetanus-Serum 





Zuckergehalt (g) 


in 


(Ergebnisse) 


100 cem unverdiinnten Serums 





Normalserum . 
Normalserum nach 
Behandlung 
mit Carboraffin 


Antitetanus-Serum 
nach Behandlung 
mit Carboraffin 








Riiek- 
stand 
(YO 
1.50 
| 
11,00 
| 6.05 


Gesamtzucker 


S53 
0,140 
0,037 
0,184 


0,068 





Blut- 
zucker 

§ 43 
0,235 0.076 
0,07] 0,042 
0.265 0.028 
0,160 |} 0,018 


Gebundener Zucker 


(Gesamtzucker 
minus Blutzucker) 
S 53 S 43 
0,064 0,159 

0.029 
0.156 0,23 
0.050 0.142 











28 B. Helferich und H. Lutzmann, Uber das Tetanus-Antitoxin 












Bestimmungen der Zuckerart und damit der genaueren Zucker- 
menge, ebenso die sonstigen Untersuchungen, sollen an Material 
durchgefiihrt werden, das, wenn méglich, reiner ist als die nur 
durch Voradsorption gereinigte Antitetanuslésung. 

Die Versuche wurden mit Proben eines Antitetanusserums 
einer Abfillung durchgefiihrt, sie sind also untereinander vergleich- 
bar. Ebenso wurde das praktisch antitetanusfreie Serum einer 
Entnahme eines (anderen) Pferdes verwandt. 


Fiir die Uberlassung der nétigen Sera und fiir die Bestimmung der 
Wertigkeiten sind wir dem Institut fiir experimentelle Therapie ,,Emil von 
Behring“, zu grobem Dank verpflichtet. Nur durch diese Unterstiitzung 
wurde die Arbeit ermédglicht. Weiter haben wir fiir Blutzucker- und Eiweib 
bestimmungen der Medizinischen Klinik der Universitit Leipzig, Herrn Prof. 
Biirger, und dem Laboratorium der Medizinischen Universitits-Poliklinik 
Leipzig, Herrn Oberarzt Dr. M. E. Miiller, sehr zu danken. 














Zur Methodik der Arsenbestimmung in Haaren und Nageln 


Von 
































ner 
Odin Szép 
der (Aus dem gerichtlich-chemischen Laboratorium des medizinisch-chemischen Instituts 
von der Universitit Debrecen, Ungarn) 
ng (Der Schriftleitung zugegangen am 10, Oktober 1940) 
iB 
rot. 
nik 


Vor kurzem wurde in dieser Zeitschrift gemeinsam mit 
J. Bodnar und V. Cieleszky’) eine Methode zur Bestimmung 
des Arsens in biologischen Substanzen verdffentlicht, nach welcher 
auch die kleinsten Arsenmengen sehr einfach, schnell und mit der 
erforderlichen Genauigkeit bestimmbar sind. Die Empfindlichkeit 
der Methode ist so groB, daB sich der Arsengehalt schon in einigen 
Grammen biologischer Substanzen bestimmen liBt. Von solchen 
wurden vorliufig Leber, Lunge, Blut und Harn untersucht, weitere 
Versuche zeigten, daB das Arsen auch in anderen Organen und 
Ausscheidungen in gleicher Weise bestimmt werden kann. 

Physiologisch sehr bemerkenswert ist, da8 das mit der Nahrung 
aufgenommene Arsen sich in den Haaren und Nigeln in gréBberem 
MaBe als in anderen Organen anhauft. Dieser Arsengehalt wird 
durch das Schneiden des Haares und der Nigel vom Kérper lang- 
sam entfernt. Bei der Aufnahme von normalen Arsenmengen er- 
héht sich der Arsengehalt nach einiger Zeit in den Haaren und 
Naigeln und so kann man durch die Bestimmung des Arsens in 
denselben eine vor lingerer Zeit erfolgte, bzw. im Gange befind- 
liche Arsenvergiftung feststellen. Der sichere Nachweis einer 
Arsenvergiftung aus dem Arsengehalte der Haare und Nigel kann 
auf Grund der Kenntnis der Grenzen des normalen Arsengehaltes 
erbracht werden. 

Mit der Bestimmnng des Arsens in Haaren und Nigein be- 
schaftigten sich viele Forscher besonders in toxikologischer Hin- 
sicht. Auch sind in der Literatur mehrere quantitative Angaben 
iiber das normale Vorkommen des Arsens im Haare und Nagel 
zu finden, die Wichtigkeit dieser Bestimmungen fiir die forensische 
Praxis wird immer wieder betont. In der nachstehenden Tabelle 
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haben wir die uns zuginglichen Literaturangaben tiber die Grenzey 
des normalen Arsengehaltes der Haare und Nigel angefiihrt. 


Tabelle | 






































Autor 


Vamossy u. Balogi’) 
(1914) 


Billeter u. Marfurt’) 


(1923) 


Myers u. Cornwall‘) 
(1925) 


Steinbriick °) 
(1926) 


Althausen u. Gunther ®) 


(1929) 
Sehwarz u. Deckert‘) 
(1931) 


van Itallie *) 
(1932) 


W iibrer °) 
(1937) 
Kiinkele ?°) (194Q) 


Arsen 


im Haare 
_0/ 
i 


Ss — 


15—50 


0 


ao 
I, 4 


0Q-—280 


10,800 (?) 
0—10 
80—160 
< 10,000 


(?) 


O—-90 


Qn7F ores 
<3,75-37,5 





< 225 





Bemerkungen 


bei 1 Mann 15 y-° ” 
| ” 35 1-"| 0 
] HO y-° " 


9? 


9 + 


Durchschnittswert 


13 Personen 
(bei 9 Pers. 0 y-°/, 
b. 4 Pers. 60-280 y-°/,) 


bei 1 Person 


bei 3 Pers. 0 y-°/, 
» 1 4, Spuren 
2-10 7-°/, 


” ° 


in 2 Haarproben 
von | Person 


1 Mann 
(wihrend 5 Monate 
5-mal gepriift) 
0—90 y-°/, 

| Mann 
(wihrend 8 Monate 
8-mal gepriift) 
1O—30 y-"/, 
bei 1 Mann <20 7-°/, 


b. 3 Frauen <30y7-"/, 


bei 


bei 


30 Haarproben 
(Kopf haare) 





Arsen 
im Nagel 
0 


Y- lo 


O8h 


< 10,000 
(?) 





Bemerkune: 


Gemischt 
Nigel 


4 


Durchsehnit 


wert 


In den iilteren Untersuchungen wurden die Arsenbestimmungen haupt 
siichlich mit colorimetrischen Verfahren oder durch Vergleich der erhaltenen 
Arsenspiegel mit einer Normalskala durchgefiihrt. Wir konnten in unserer er 
wiihnten Mitteilung von beiden Arten der Bestimmung auf Grund literarischer 
Angaben, sowie eigener Erfahrungen feststellen, daB sie nicht die erforder 


liche VerliBlichkeit besitzen. 


Nach 


unserem Verfahren 


wurde 


das Arsen 


quantitativ in Arsenspiegel tibergefiihrt und dieser nach Gang] und Vazquez 


Sanchez") titrimetriseh bestimmt. 


Dieses Titrierverfahren wurde yon -uns 


so weit verfeinert, daB das Arsen damit bis zu einigen Zehntelgamma hinab 


bestimmt 





werden kann. 
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Die Zerstérung der Substanz nach den alten Verfahren geschieht im 
allgemeinen durch die Behandlung: 1) mit einer Mischung von Schwefel- 
siiure + Salpetersiiure (van Itallie, Wiihrer), wodurech die Substanz voll- 
kommen zerstért wird und schlieBlich eine klare, farblose, schwefelsaure 
Fliissigkeit zur Bestimmung gelangt, 2) mit Salpetersiiure (Kiinkele), wo- 
dureh eine yollstiindige Zerstérung nicht erreicht wird. Bei 1) wird die 
Endlésung entweder a) direkt zur Reduktion mit Zink + Schwefelsdure ver- 
rkunco wendet (van Itallie), oder b) zum Erreichen einer vollkommen reinen Priif- 
lisung mit Wasser verdiinnt und das Arsen nach Zugabe von Dinatrium 
hydrophosphat mit Magnesiamixatur gefillt, der filtrierte und gewaschene 


NZen 


ischte | Niedersehlag in Salzsiiure gelist und zu dieser Lisung das Zink zugegeben 
iigel (Wiihrer). Bei 2) wird die Substanz mit Salpetersiiure behandelt und ein- 

gedampft, mit Wasser aufgenommen, filtriert und die Lésung weiter wie 
schnit™ bei 1b) behandelt. Beide Arten der Zerstérung sind ziemlich zeitraubend 
ert und brauchen oft sehr viel Reagentien, sind aber unbedingt notwendig, 


wenn man das Arsen mit Zink und Schwefelsiiure zu Arsenwasserstoff redu- 
gzieren will. 


Wir konnten feststellen, daB eine restlose Zerstérung der 
Substanz kein Erfordernis ist, um das Arsen quantitativ bestimmen 
zu kénnen. Die durch Behandlung der Substanz mit Natrium- 
chlorat und Salzsiure erreichbare unvollstiindige Zerstérung geniigt 
vollkommen zur quantitativen Uberfiihrung des Arsens zum Arsen- 
wasserstoff bei der Reduktion mit Zinn und Salzsiiure. Dieses 
Verfahren (Bodnar, Szép und Cieleszky) ist dabei sehr rasch 
und braucht viel weniger Reagentien als die ilteren. Daher suchten 
wir diesen Arbeitsgang auch auf die Haare und Nigel anzuwenden. 


Bei der Zerstérung der Haare und Nigel mit Natriumchlorat 
und Salzsiure stieBen wir im Anfang auf Schwierigkeiten. Es 
wurde nimlich beobachtet, daB Substanzen dieser Art der 
Zerstérung hartniickig widerstehen, besonders wenn — wie im 
Kalle der Bestimmung des normalen Arsengehaltes der Haare — 
sréBere Substanzmengen (einige Gramme) zerstért werden sollen: 
die Zerstérung kann in erforderlichem MaBe erst durch eine lang- 
wierige Behandlung mit diesen Mitteln erreicht werden, wobei 
croBe Mengen Reagentien nétig sind. Unsere weiteren Versuche 


apt ergaben, dab das Arsen durch eine Abinderung des Zerstérungs- 
nen ganges auch in Haaren und Nigeln unter Beibehaltung aller Vor- 
“al teile unserer Methode zu bestimmen ist. 

wi | Im folgenden geben wir die Vorschrift zur Bestimmung des 
sen Arsens in diesen Substanzen, die sich eigentlich nur auf die Zer- 
as stérung bezieht, die anderen Phasen der Bestimmung: die Reduktion 
uns 


zu Arsenwasserstoff durch Zinn und Salzsiiure, die Herstellung 
des Arsenspiegels, das Titrieren desselben bleiben dabei unberiihrt. 


rab 
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Von den Nigeln werden 0,1—0,3 g genau abgewogen, in eine, 
100 ccm weithalsigen Jenaer Erlenmeyer-Kolben gegeben uni 
darauf 1,5 com Wasser und 3 ccm rauchende Salzsiure gegossen, 
Der Kolben wird durch einen grauen Gummistopfen mit einen 
RiickfluBrohr von etwa 1 m Linge und 3mm iuBerem Durch. 
messer versehen, auf ein siedendes Wasserbad gestellt und so lange 
erwirmt, bis die Substanz in eine Masse zerfillt, die die urspriing. 
liche Struktur des Nagels nicht mehr ersehen laBt. Dies bean. 
sprucht etwa eine halbe Stunde. Danach wird der Kolben ab. 
kiihlen gelassen, das RiickfluBrohr mit Gummistopfen abgenommer 
und mit wenig Wasser in den Kolben gewaschen. Jetzt wird zum 


Inhalt des Kolbens 3 Tropfen 50°/,ige Natriumchloratlisung ge- 
geben, der Kolben wieder aufs Wasserbad gestellt und bis zum 
vollstiindigen Entfernen des Chlors (Priifung mit Jodstirkepapie: 
erwirmt. Die Liésung der zerstérten Substanz samt dem Un- 
léslichen kann nach Abkiihlen direkt zur Arsenbestimmung be- 
niitzt werden. Vor der Bestimmung wird zur Zerstérungslésung 
S—10 ccm verdiinnte Salzsiiure (1 Teil rauchende Salzsiure - 
2 Teile Wasser) und 5 g Zinn zugesetzt. Die Reduktion zun 
Arsenwasserstoff, das Titrieren des gewonnenen Arsenspiegels wird 
weiter wie fiir die Organe angegeben durchgefiihrt. Fiir die Kinzel- 
heiten des weiteren Ganges von unserem Verfabren verweisen 
wir auf unsere erwihnte Mitteiluneg. 

Von den gereinigten Haaren nimmt man 1-3 g zur Zer- 
stérung und fiihrt sie in gleicher Weise wie bei den Nageln aus. 
Die notwendigen Mengen der Reagentien sind in der Reihenfolge 
der Bestimmung: 5 ccm Wasser, 10 ccm rauchende Salzsiure, 
2 ccm 50°/,ige Natriumchloratlésung, 18—20 ccm verdiinnte Salz- 
siure, 20 ¢ Zinn. Hier wendet man ein weiteres RiickfluBrobr 
mit einem inneren Durchmesser von etwa 5 mm an. Das Erwirmen 
der Substanz bis zu ihrem Zerfallen dauert hier eine Stunde. 

Mit den beniitzten Reagentien sind Blindproben durchzu- 
fiihren. Unsere Blindanalysen ergaben bei den kleineren Rea- 
gentienmengen (Nigel) 0,1 7, bei den gréBeren (Haare) 0,6 y Arsen. 

Zur Priifung der VerliBlichkeit der Methode zerstérten wir 
in einigen Fiillen gleiche Haarmengen mit Schwefelsiure + Salpeter- 
siure vollstiindig und bestimmten in der Lésung das Arsen nach 
der Gangl und Vazquez Sanchezschen Methode durch Reduk- 
tion mit Zink + Schwefelsiure zum Arsenspiegel usw. und die 
erhaltenen Resultate stimmten immer mit der nach unserem Ver- 
fahren gewonnenen gut iiberein (‘'ab. IV). 
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Mit Hilfe der oben geschilderten Methode lieferten wir zu- 
nichst einige Betriige zur Kenntnis des normalen Arsengehaltes 
von Haaren und Nigeln. Wie auch aus der Tab. I ersichtlich, 
sind fiir die Nigel nur spirliche Angaben im Schrifttum zu finden. 

Die nachstehende Tab. IL enthalt die Ergebnisse unserer 
Haaruntersuchungen. Die Haarproben stammten von Personen, 
bei denen eine Arsenaufnahme nicht in Betracht kam, und so sind 
die erhaltenen Werte als ,normale“ Arsenwerte zu _ betrachten. 


Tabelle II 














| . Angewandte Arsengehalt a 
Nr. Substanz Menge Reinigung 
g Y ¥-"lo 
| | Frauenhaar 1,08 27 H,O + Alkohol 
‘i 3 1,38 16 NH,OH 
2 | Miéinnerhaar 3,9 3 V7@ HO + Alkohol 
im 35 {2 34,3 NH,OH 
3 m 3 1,68 56 Seife A 
“ 3 1,86 62 Seife + Alkohol + Ather 
t }Gemischt. Haar 3 0,72 24 Seife + Alkohol + Ather 





Kine griindliche Reinigung der Haare und Nigel vor der 
Zerstérung ist sehr wichtig, da die auBerlich anhaftenden Ver- 
unreinigungen Arsen enthalten kénnen. So kann man falsche 
Arsenwerte erhalten, wenn das Haar vom anhaftenden Staub nicht 
befreit wird. Wir haben nimlich gefunden, daf der StraBenstaub 
ziemlich viel Arsen enthilt. In einer Probe von 3g von der 
StraBe gesammelten Staubes fanden wir 14,5 y (= 485 y-°/ ) Arsen. 
Die Reinigung fiihrten wir — wie aus der Tab. II ersicitlich — 
mit verschiedenen Mitteln aus. Die grofen Abweichungen bei 
Parallelversuchen weisen darauf hin, daB diese Verfahren nicht 
sleichwertig sind und die Méglichkeit besteht, daB wir dabei Arsen 
in gewissem MaBe aus den Haaren herausgelést haben. Weitere 
Untersuchungen sollen diese Frage kliren. 

Mit den Nigelproben durchgefiihrte Untersuchungen ergaben 
die in Tab. IJ! angefiihrten Arsenwerte. Bei den Nageln wurde 
die Reinigung in jedem Falle in gleicher Weise durch Waschen 
mit heiBem Wasser, kaltem Alkohol und Ather durchgefiihrt. 

Aus den Daten der Tab. III ist ersichtlich, dab die Ergeb- 
nisse der VParallelbestimmungen sehr gut iibereinstimmen. Die 
Bestimmungen Nr. 1 und 2 zeigen einen erheblichen Unterschied 
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Tabelle II] 


Zehenniigel, worauf schon 


















Nr. Substanz 
] Fingerniige] Mann 
“ Zehennigel von 


demselben Mann 


3 Fingerniigel Mann 
a 
D Fingernigel Frau 





6 |emischte Fingerniige] 


mit unserer Methode 


gewachsen waren. 


Angewandte 





Menge 








Wir hatten Gelegenheit im Haar 
Mannes, der an Polyneuritis arsenicalis 
durchzufiihren. 
Prof. Santha (Neurolog. Uniy.-Klinik, Debrecen) in dankenswerter 
Weise zur Verfiigung. An den Nigeln wurden die charakteri- 
stischen Mees’schen Streifen beobachtet, 
schneiden so lange gewartet, bis die Mees’schen Streifen auf- 
Es kamen also Nigelteile mit den Mees’schen 


Arsengehalt 
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390 bd 
360 
. 289 
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es wurde mit dem Ab- 




















und Zehennigel. 








Streifen zur Untersuchung. Die Resultate sind der Tab. IV 
zusammengestellt. 
Tabelle IV 
| Angewandte Arsengehalt ; 
Nr.| Substanz Menge Zerstérung 
| 5 7 ‘head 0 

| Haare 2 13,5 HCl + NaClo, 
‘) ) y " 

: “ 1,00 > 694 desgl. | 

3 (Q),2 1,44 | Ohne Zerstérung 
4 ‘i 0,2 1,38 H,SO, + HNO, 
5 | Fingerniigel 1,126 2,40 1905 HCl + NaClo, 
6 | Zehennigel 0,1 4,50 4500 desgl. 


Die Angaben der Tab. 1V zeigen einen bedeutend erhéhten 
Arsengehalt, was mit dem klinischen Befund iibereinstimmt. Auch 
hier erscheint der groSe Unterschied im Arsengehalt der Finger- 
Weiter ist ersichtlich, daB in Vergiftungsfallen 
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Zur Methodik der Arsenbestimmung in Haaren und Niigeln 


sowie in physiologischen Versuchen die Arsenbestimmungen mit 
unserer sehr empfindlichen Methode in ganz kleinen Haarmengen 
(einige Zehntelgramme) zu genauen, quantitativen Werten fiihren. 
Zum Vergleich wurde eine Haarprobe von 0,2 g¢ mit Schwefelsiure 
und Salpetersiiure zerstért (Nr. 4) und das Arsen durch Zugabe 
von Zink reduziert. Wie die Tabelle zeigt, bekommt man auch 
auf diese Weise gute Ergebnisse. 

3ei der Untersuchung Nr. 3 unterwarfen wir 0,2 g fein zer- 
kleinerten Haares ohne vorherige Zerstérung der Reduktion mit 
Zinn und Salzsiure. Auf Grund des erhaltenen quantitativen 
Ergebnisses ist die Méglichkeit gegeben, bei Anwendung kleiner 
Substanzmengen unsere einfache Methode durch das Weglassen 
der Zerstérung noch weiter zu vereinfachen. AuBerdem kann 
dieser Befund als ein Hinweis darauf betrachtet werden, dab das 
Arsen sich im Haare in Form einer durch Zinn und Salzsiure 
leicht reduzierbaren Verbindung befindet. 


Zusammentiassung 

1. Fiir die Bestimmung des normalen Arsengehaltes der Haare 
und Nigel, bzw. zum Studium der Ausscheidung des Arsens 
durch die Haare und Nigel wird die einfache, schnelle und ge- 
naue Methode von Bodnar, Szép und Cieleszky durch eine 
Modifikation des Zerstérungsganges (vorherige Erwirmung mit 
Salzsiiure) empfohlen, was gegen die iilteren Methoden einen groBen 
Vorteil bedeutet. 

2. Mit dieser Methode, welche nur sehr weniges Versuchs- 
material erfordert (1—3 g Haare, 0,1—0,3 g Nigel), wurden Bei- 
triige zur Kenntnis des normalen Arsengehaltes der Haare und 
Nigel geliefert und in einem pathologischen Falle (Polyneuritis 
arsenicalis) Haare, Finger- und Zehennigel auf Arsengehalt unter- 
sucht. Ks wurde beobachtet, daB das Arsen aus sehr kleiner 
Menge (0,2 g) Haare (Vergiftungsfall) ohne Zerstérung, direkt mit 
Zinn und Salzsiiure behandelt, quantitativ in Arsenwasserstoff 
iiberfiihrt wird. 

3. Die griindliche Reinigung der zu analysierenden Haar- 
und Nigelproben ist sehr wichtig, da die von aufen anhaftenden 
Verunreinigungen erhebliche Mengen Arsen enthalten kénnen’ (in 
einer Probe von StraBenstaub wurde 483 y-°/, Arsen gefunden). 
Zur Erklirung der Art der Reinigung, sowie iiber den Gehalt 
und den Zustand des Arsens in Haaren und Nigeln sind weitere 
Untersuchungen im Gange. 
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Odén Szép, Zur Methodik der Arsenbestimmung usw. 
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Uber die Violettstufe der Gmelinschen Reaktion 
(Mesobilipurpurine) 


I. Mitteilung tiber den Mechanismus der Gmelinschen Reaktion 
Von 
Walter Siedel und Walter Fréwis ‘) 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1940) 


Wird Bilirubin in Chloroformlésung mit einer Liésung von 
Natriumnitrit in verdiinnter oder konzentrierter Salpetersiure 
oxydiert, so schligt die urspriinglich gelbe Farbe der Bilirubin- 
lésung iiber Griin nach Blau, Violett und Rot wieder nach Gelb 
um. Dieses Farbenspiel, welches das Bilirubin auch in der Galle, 
also im physiologischen Medium gibt, ist 1824 von Leopold 
Gmelin?) entdeckt worden und dient seitdem unter der Bezeichnung 
,amelinsche Reaktion’* zum qualitativen Nachweis von Bilirubin. 

Die Frage nach der Natur der den einzelnen Farbstoffen 
zugrunde liegenden Bilirubinoide ist schon friih diskutiert worden. 
So sind schon seit langem die Bezeichnungen ,,Bilicyanin® fir 
die Blaustufe und ,,Choletelin* (,,Bulrtelins) fiir die Gelbphase der 
Gmelinschen Reaktion eingefiithrt worden’). 

Als allgemeine strukturelle Voraussetzung fiir das Zustande- 
kommen der Reaktion ist dann zuerst von H. Fischer und Mit- 
arbeitern*) festgestellt worden, daf ein System von vier durch 
Kohlenstoff-Briicken ,,linear miteinander verbundenen Pyrrol- 

') Die Untersuchungen sind bereits 1937/38 durchgefiihrt worden. Aus 
iiuBeren Griinden kommen sie erst jetzt zur Verdffentlichung. Auf die Er- 
gebnisse der Untersuchungen ist schon Bezug genommen in: Z. angew. 
Chem. 52, 38 (1939) sowie in L. Zechmeister, ,,Fortschritte der Chemie 
organischer Naturstoffe‘’ Bd. 3, Wien 1939, 8S. 110. 

*) F. Tiedemann u. L. Gmelin, ,,Die Verdauung nach Versuchen“, 
Bd. 1, 8. 80, Leipzig-Heidelberg 1826. 

8) Heynsius u. Campbell, Pfliigers Arch. 4, 520 (1871); R. Maly, 
Liebigs Ann. 161, 368 (1932). 

4) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 193 (1931); H. Fischer u, 
A. Kiirzinger, Diese Z. 196, 213 (1931). 
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ringen vorliegen mu. -- Weiter wurde dann gefunden, dab der § Li 
Griinstufe, also der ersten Phase der Gmelinschen Reaktion, in sé 
Falle des Mesobilirubins das Glaukobilin zugrunde liegt}). Das ro 
Glaukobilin ist zwar in neutraler Juésung blau gefirbt, in saurer Fpl 
Lésung — wie sie ja im Gmelinschen Test vorliegt — jedoch 
griin. beim Bilirubin selbst bildet das Biliverdin die Griinstufe. be 
In beiden Fallen besteht also der Umschlag der urspriinglich fo: 
gelben Farbe der Bilirubinoide nach Griin in einer Dehydrierung br 
der ms—CH,-Briicke und einer der benachbarten —NH-Gruppen ve 
entsprechend folgendem Formelschema. E le 
H,C CH=CH, H,C,;——Prs Pis— 0H, HC CH=CH v( 
HOV J  — ie ae, a JOH ! ~ 
—— Z Wi = Wi “a ¥ ' . 
Bilirubin (celb) mx 
' K 
Y_ ; Sf 
H.C CH=CH, Hj ——Prs a0, 10 CH=CH, 4 
HOW J co——_}—_cu———-._)—- on Von UG ss 
N NH N N St 
Biliverdin (griin) Prs CH,CH,COOH ” 
Uber den weiteren Mechanismus der Gmelinschen Reaktion e 
konnten nihere Aussagen bis jetzt noch nicht gemacht werden. li 
Zwar erhielten H. Fischer und E. Adler?) bei der Bromierung n 
von 5-Oxy-4, 3’, 5’-trimethyl-3, 4’-diithylpyrromethen Farbstoffe, die Q 
den Oxydationsprodukten des Atio-mesobilirubins zu entsprechen Fy 
schienen, doch ergaben sich iiber die Konstitution keine niheren 
Anhaltspunkte. Allgemein wurde die Annahme gemacht, dab das Fy 
Prinzip der Gmelinschen Reaktion auf fortschreitender Dehy- 
drierung beruhe®). g 
In der vorliegenden Arbeit wurde nun versucht, weiteren . 
Einblick in den Ablauf der Gmelinschen Reaktion iiber die < 
Stufe des Glaukobilins hinaus zu gewinnen. So sollte zuerst die J, 
lsolierung des der Blaustufe, der zweiten Stufe der Reaktion, ] 
zugrunde liegenden bilirubinoiden Farbstoffs angestrebt werden. 
Ausgangsmaterial war das Mesobilirubin-I[X, « Die Versuche | 
zeigten jedoch bald, daB der Blaustufe des Gmelinschen Testes — . 
keine einheitliche Substanz zugrunde liegt, sondern, dab die Blau- 
stufe eine Mischfarbe darstellt, und zwar zwischen der griinen : 


H. Fischer u. H. W. Haberland, Diese 7%. 232, 236 (1935). 
Diese Z. 206, 187 (1932). 


W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 145 (1933), vgl. auch '). 
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Uber die Violettstufe der Gmelinschen Reaktion 


Lésung des salpetersauren Glaukobilins und der violetten salpeter- 
sauren Lésung einer neuen Substanz, die in neutralem Medium 
rote bzw. rotviolette Farbe besitzt und in Form ihres Zink-Kom- 
plexsalzes rot fluoresciert. 

Daraus ergab sich, da& die Gmelinsche Reaktion, sollten 
bessere Ausbeute-Ergebnisse erzielt werden, bis zur Violettstufe 
fortschreiten muBte und daB erst dann die Oxydation unter- 
brochen werden durfte. Es wurden deshalb nach diesen Vor- 
versuchen die Aufarbeitungsmethoden darauf abgestellt, die Vio- 
lettstufe in Substanz zu fassen. Um weiter die Verhaltnisse von 
vornherein so einfach wie mdglich zu gestalten, wurden die Um- 
setzungen nicht mit dem unsymmetrischen Mesobilirubin der 
natiirlichen Reihe durchgefiihrt, sondern mit dem symmetrisch 
gebauten Mesobilirubin-XIII, « baw. dessen Dimethylester. Nach 
Kinwirkung einer Mischung von verdiinnter Salpetersiiure und 
salpetriger Siiure auf den Mesobilirubin XIII, a-dimethylester und 
Abfangen der Reaktion in der Violettphase konnte nach EKin- 
schalten chromatographischer Methoden bei der Aufarbeitung 
schlieBlich ein Reaktionsprodukt in roten Nadeln krystallisiert 
erhalten werden. Die Substanz ist in neutraler Lésung rot mit 
einem Stich ins Orange, in saurer Lésung violett. Mit alkoho- 
lischer Zinksalz-Lésung gibt sie eine intensive Rotfluorescenz 
mit charakteristischem Absorptionsspektrum (Maximum der Haupt- 
absorptionsbande bei 622 mu). Der Farbstoff wurde auf zwei 
verschiedenen Wegen isoliert [vg]. Darstellung a) und b) 8. 45]. 

Wie aus dem Chromatogramm hervorgeht, und wie die Ge- 
winnung eines weiteren roten, mit Zinksalzen fluorescierenden 
Bilirubinoids zeigt, scheint die Rotfluorescenz der Zink-Komplex- 
salze das Charakteristikum einer Gruppe von mehreren Farb- 
stoffen zu sein, die in neutraler Lésung rot bis rotviolett gefiarbt 
sind, in saurer violett bis blauviolett. — Wie eingangs gesagt ist, 
wurde friiher fiir die Blaustufe der Gmelinschen Reaktion die 
Bezeichnung ,,-cyanin“ eingefiihrt. Da es sich nun herausgestellt 
hat, daB der im Gmelinschen Test auf das Glaukobilin bzw. 
Biliverdin folgenden Oxydationsstufe nicht ein blauer, sondern 
ein roter Farbstoff zugrunde liegt, wiirde die Bezeichnung ,,-cyanin“ 
unzutreffend sein. Wir schlagen deshall vor, fiir die Gruppe der 
roten Farbstoffe die Endsilbe ,,-purpurin* zu verwenden, also 
als Gruppenbezeichnung je nach Zugehérigkeit zur gesittigten 
oder ungesiittigten Reihe .,.Mesobilipurpurin* und ,,Bilipurpurin“. 
Zur Unterscheidung der einzelnen Mesobilipurpurin-Typen ist es 
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vorliufig zweckmébig, das Maximum der Absorptionsbande des 
rotfluorescierenden Zink-Komplexsalzes anzufiigen. So wird die 
neue Verbindung als Mesobilipurpurin (622 mu) bezeichnet, oder, 
da sie sich vom Mesobilirubin-XIII, «-dimethylester ableitet, ge- 
nauer als Mesobilypurpurin-X 111, a-dimethylester (622 mu). 

Was nun die Konstitution der neuen Verbindung_ betrifit, 
die unter dem Mikroskop bei 157—160° schmilzt, so zeigt die 
Analyse, daB gegeniiber den bisher bekannten Bilirubinoiden ein 
sauerstoffreicheres Produkt vorliegt. Die Analysendaten sprechen 
fiir die Zusammensetzung C,,H,.O,.N, unter der Annahme, daf 
ein vierkerniges Derivat vorliegt. Autfillig ist nur der Befund 
tiber den Methoxylgehalt, der mit etwa 12°/, um 2°/, gegeniiber 
der Theorie erhéht ist und sich in keine Berechnung einfiigen 
lift. Wiirde man bei einer Struktur-Betrachtung das Gewicht 
auf den Methoxylgehalt legen, so kinnte man an die Bildung 
eines dreikernigen Derivates, eines T'ripyrrens, denken. Jedoch 
sprechen alle Befunde gegen das Vorliegen eines derartigen Pro- 
duktes. So konnte durch Reduktion mit Natriumamalgam das 
Mesobilipurpurin (622 mu) in eine Leukoverbindung iibergefiihrt 
werden, die mit Jod zu Urobilin und mit Eisen (II])-chlorid-HC| 
zu Mesobiliviolin dehydriert werden konnte, die beide an den 
typischen, fluorescierenden Zinkverbindungen mit ihren charakte- 
ristischen Absorptionsbanden nachgewiesen werden konnten. 

War so die GréBenordnung des Molekiils mit ziemlicher 
Sicherheit festgelegt, so muBte nun die Frage nach der Stellung 
des neu eingetretenen Sauerstoff-Atoms beantwortet werden. — 
In dieser Hinsicht dirfte die Tatsache von besonderer Bedeutung 
sein, daB die Mesobilipurpurine in allen Kigenschaften den Meso- 
biliviolinen?) ihnlich sind, deren Grundgeriist durch die Forme] II] 
dargestellt wird. Da die bisherigen Untersuchungen auf dem Ge- 
biet der Gallenfarbstoffe gezeigt haben, daB der Charakter der 
Bilirubinoide in erster Linie von dem MHydrierungsgrad der 
Kohlenstoff-Briicken und dementsprechend von der Anlage der 
Doppelbindungen abhiingt, muf das Skelett der Mesobilipurpurine 
und bilipurpurine in seinem Bau dem des Mesobiliviolins sehr 
ihnlich sein. — Fiir die Farbe des Mesobiliviolins ist ausschlag- 
gebend die Gruppe der Kerne I—III. Diese Gruppe stellt den 
Chromophor dar. Der Ring IV hat, da er von Kern III durch 
eine Methylenbriicke getrennt ist, keinen chromophoren Charakter 


W. Siedel u. H. MGller, Diese Z. 264, 64 (1940). 
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Uber die Violettstufe der Gmelinschen Reaktion 4] 


mehr. Da nun die Mesobilipurpurine in der Farbe dem Meso- 
biliviolin sehr nahe kommen, miissen sie die gleiche chromophore 
Gruppe besitzen, muB also die Anlage der Doppelbindungen in 
den Kernen I—III die gleiche sein wie beim Mesobiliviolin. 
Dieser Geriistteil diirfte mit seiner Elektronenanordnung auch 
ausschlaggebend sein fiir die auffallige Rotfluorescenz der Zink- 
komplexsalze beider Bilirubinoide. 

Hieraus ergibt sich weiter, daB das C-Atom der y-Briicke mit 
den Kernen III und IV nur durch einfache Bindungen verkniipft 
sein kann. Da eine Methylenbriicke wie beim Mesobiliviolin nicht 
yvorliegen kann — es hiitte ja sonst eine Hydrierung stattfinden 
miissen —, bleibt nur die Annahme iibrig, daB das ,,iiberzaihlige“ 
Sauerstoffatom in Beziehung zu dieser Briicke steht. Hierbei 
sind nur zwei Formulierungen méglich, entweder eine Carbinol- 
sruppe —HCOH-— oder eine Ketogruppe -CO-— (Oxogruppe). Nach- 
dem die Bildung der ersteren sehr unwahrscheinlich ist, bleibt 
nur die Annahme der Oxo-Briicke im Sinne der Formel VI 
iibrig. Diese steht auch in vollem EKinklang mit der Brutto- 
zusammensetzung des Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethylesters. Man 
kénnte geneigt sein, anzunehmen, dab die —C—Gruppe zwischen 

0 

zwei Pyrrolkernen ein System gekreuzter Doppelbindungen dar- 
stellt, das einen wesentlichen Einflu8 auf den Farbcharakter des 
Molekiils besitzen miisse. Doch zeigt die Farblosigkeit, bzw. dic 
nur geringe Gelbfirbung der Dipyrrylketone, dab die —CO-Gruppe 
in diesem Bindungssystem nicht den ausgesprochenen Charakter 
einer Ketogruppe hat. ‘Tatsiichlich geben die Dipyrrylketone’) 
auch nicht die typischen Reaktionen der Ketone. 

Um festzustellen, daB bei der Umwandlung des Glaukobilins 
die Oxydation tatsichlich an einer Kohlenstoffbriicke angreift, 
wurden weitere Umsetzungen durchgefiihrt. — Wihrend das Meso- 
biliviolin bei Kinwirkung von FeCl,—HCl iiber Ferrobilin in glatter 
Reaktion Glaukobilin liefert, und zwar unter Dehydrierung der 
y-Methylenbriicke und der —NH-Gruppe des Ringes IV, konnte 
bei der gleichen Umsetzung des Mesobilipurpurins keine Bildung 
von Glaukobilin beobachtet werden. ‘Tatsiichlich ist die Bildung 
von Glaukobilin, die beim Vorhandensein einer —HCOH-Briicke 
immerhin noch denkbar wire, bei der Existenz einer —CO-Briicke 
ausgeschlossen. — Oxydiert man mit Jod in methanolischer Zink- 


'! H. Fischer u. H. Orth, ,,Die Chemie des Pyrrols‘* Bd. 1, 361, 
Leipzig 1934. 
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chlorid-Lésung, so tritt Bildung von Mesocholetelin ein, in volley — 2" 
Ubereinstimmung mit der angenommenen Konstitution. Bei dieser F 5 
Reaktion sind wir gezwungen, anzunehmen, daB die Oxydation F 2 


in iihnlicher Weise vor sich geht wie bei der Bildung des Meso. § del 
bilipurpurins, so daB als Briicken die Gruppen —CO—, —CH=, —Co- 


fungieren. Ks wird damit eine Anordnung der Doppelbindungen § °*' 
wie beim Urobilin erreicht. ‘atsiichlich gleicht ja auch das Lu 
Mesocholetelin in seinen Kigenschaften dem Urobilin so, daB sein est 
Grundgeriist weitgehend mit dem des Urobilins iibereinstimmen he 
mub. — AuBer mit Jod kann die Oxydation des Mesobilipur- ru 
purins zum Mesocholetelin auch mit Bleitetraacetat durchgefiihrt ba 
werden. aul 
ms 
H,C——=C,H, 4H,C;—7Pre Pra——=CH,  H,C,—,CH, Ms 
1] I | | 1 | | IIT | | Iv | as 
HOW co} cn _g—cH,—_ Jon & da 
N - NH me N Y NH B ode 
Mesobiliviolin- XIII, « M 
FeCl,—HCl GG 
mn Ri, °° esis | p 
HOW VD Cl ae CH ae CH \ 70H - 
N NH N } l 
Glaukobilin-XIII, « e 
HNO,-HNO, 
Y (] 
a | | Z 
V | ; || | | 
| HO cH —cu—\_p L_ 08 | 
| N NH N OH.-.....->N ( 
| 
Y 
HC C,H; H,C,——Prs Prs, CH, H,C,,——_,CH, \ 
VI Le | IE | | TI | J iv], 
HO ih CH Isl CH — CO \_/ 0H 
N - NH ms N 7 NH 
Mesobilipurpurin-XIII, « (622 mw) 
HNO.-HNO, 
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Weiter steht das Verhalten des Mesobilipurpurin-XIII, 
a-dimethylesters bei der Reduktion in vollem Einklang mit der 
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angenommenen Konstitution. — Wird Mesobiliviolin mit Zink- 
Kisessig erhitzt, so tritt Reduktion der mittleren —CH—-Briicke 
gur —CH,-Briicke ein, gleichzeitig wird aber die y-Methylenbriicke 
dehydriert, so daB schlieBlich aus dem intermediir gebildeten 
Dihydromesobilirubin-dimethylester der Mesobilirubin-dimethyl- 
ester resultiert. Wie beim Mesobiliviolin tritt auch bei der 
Zn-Kisessig-Reduktion des Mesobilipurpurin-XIII, e-dimethyl- 
esters (622 mu) Umschlag der Farbe nach Gelb ein. In dem gelben 
Reduktionsprodukt liegt jedoch in diesem Falle kein Mesobili- 
rubin vor, denn es zeigt nicht die Gmelinsche Reaktion. ‘Tat- 
siichlich ist. die Bildung von Mesobilirubin bei dieser Umsetzung 
auch gar nicht miglich. Ks tritt lediglich eine Reduktion der 
ms-Methinbriicke ein. Dem hierbei entstehenden gelben Produkt 
kime dann die Formel IX zu. Sie entspricht in der Anlage 
der Doppelbindungen dem Dihydromesobilirubin (VII). Infolge 
des Vorhandenseins einer Keto-Briicke ist ein Ubergang in das 
Mesobilirubin unter den Reaktionsbedingungen nicht denkbar. — 
Gegeniiber dem Dihydromesobilirubin (VIII) ist das neue Oxo- 
Produkt auch an der Luft bemerkenswert stabil. Dehydriert man 
die ms-CH,-Briicke mittels HNO,-HNO,, so entsteht bei Dihydro- 
mesobilirubin in der Hauptsache Mesobilirhodin [S. 401)], bei 
dem Oxo-Produkt LX wird ein roter Farbstoff gebildet, der als 
Zink-Komplexsalz rot fluoresciert. Das Maximum der Absorp- 
tionsbande dieses Zinksalzes liegt bei 624 mu und ist somit um 
2 mu gegeniiber derjenigen des Mesobilipurpurins (622 mu) nach 
Rot verschoben. — Durch Reduktion des Mesobilipurpurins 
(622 mu) mit Platinmohr in Methanol wird ebenfalls das ,,Oxo*- 
Produkt IX erhalten. 


H,C C,H, HC; = wo Prsy —7CHs H.C, — CH, 
| | i | ‘ i Y 
HOV CH - . CH, t CH, \_ 0H 
N Nir NH NH 
Dihy ‘dromesobilirubin 


H.C, UH, H,C,——Prs Prs,;——,CH, H.C, — CH, 
y | ie a 1 | F si | 
[X | | 
| ’ _|| ’ y O—— ( 
HO. 2—cH —l__}—cH, —\_/—_co—_Lon 
N NH NH NH 
Zusammenfassend ist somit festzustellen, daB bei dem Ubergang 
des Glaukobilins in die niichste Farbstufe des Gmelinschen Testes, 
das Mesobilipurpurin, eine einseitige Oxydation im Molekiil 
einsetzt und daB eine Anordnung der Doppelbindungen ausgebildet 
wird, wie sie in Formel VI wiedergegeben ist. Die 7-CO-Briicke 
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ist fir das Mesobilipurpurin (622 mu) sehr wahrscheinlich, jedoch 
zeigt die Auffindung eines weiteren Mesobilipurpurins, dessen rot- 
fluorescierende Zinksalzlésung maximal bei 630 my absorbiert (vel, 
Versuchsteil), daB noch andere Méglichkeiten in der Briicken- 
gruppe vorhanden sein miissen. Sicher ist aber, daB bei allen 
Bilipurpurinen die Lage der Doppelbindungen in den Kernen | bis 
Ill die gleiche ist. 

EKinen weiteren Beweis fiir die Strukturihnlichkeit zwischen 
den Mesobilipurpurinen und den Mesobiliviolinen erblicken wir 
in dem Verhalten des an Aluminiumoxyd adsorbierten Mesobili- 
purpurins (622 mu). Wie beim Mesobiliviolin tritt hier bei lingerem 
Stehen Umwandlung in einen in Lisung braunroten Korper ein, 
der in seinen Kigenschaften dem w-Mesobiliviolin gleicht und wie 
dieses noch ein rotfluorescierendes Zinksalz gibt. 

' Was den Mechanismus der Mesobilipurpurin-Bildung betrifit, 
so kénnte man in Parallele zur Bildung des Oxo-mesobilifuscins 
aus Neoxanthobilirubinsaéure') annehmen, daB entsprechend den 
Formeln I[V—VI Oxydation zum Enol und Stabilisierung zum 
Keton eintritt. Wie in der nachfolgenden Mitteilung beschrieben 
ist, sind die Verhiltnisse jedoch komplizierter. Immerhin diirfte 
der angenommene Mechanismus in bestimmten Fallen doch ein 
Teilstiick im gesamten Reaktionsablauf darstellen. 

Welch verwickelte reaktiven Méglichkeiten selbst in dem 
Mesobilipurpurin-dimethylester (622 mu) noch gegeben sind, geht 
aus dem auffillgen Verhalten seines Zink-Komplexsalzes in einer 
methanolischen Lisung von Zinkacetat hervor. Bei der urspriinglich 
blauen Lésung ist innerhalb einer Stunde ein Umschlag der Farbe 
nach Rot zu beobachten. Dabei verschwinden die Rotfluorescenz 
und das typische Absorptionsspektrum. Zersetzt man hierauf das 
Zinksalz mit Siure, so resultiert als Umwandlungsprodukt eine 
in neutraler Lisung hellrote Substanz, die ihrerseits mit Zinksalzen 
keine besonderen spektroskopischen Erscheinungen mehr zeigt. Es 
hat sich also im Zink-Komplexsalz eine tiefgreifende Struktur- 
inderung vollzogen. 

Betrachtet man vom Standpunkt der eben geschilderten Unter- 
suchungsergebnisse die eingangs erwiihnten Versuche von H. Fischer 
und EK. Adler iiber die Bromierung von Oxy-dipyrrylmethenen, so 
gewinnt das dort erhaltene Produkt von der Zusammensetzung 
C,,H,,O0,N, besondere Bedeutung. Es ist méglich, daB es das 


') W. Siedel u. H. M6ller, Diese Z. 259, 113 (1939). 
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edoch — Analogon des Mesobilipurpurins (622 my) in der Reihe der Atio- 
Qh rot- — Bilirubinoide darstellt. Der Sauerstoffgehalt weist jedenfalls darauf 
‘t (vgl. — hin. AuBerdem ist es auch violett gefirbt. Abweichend ist jedoch, 
icken- — daB es kein rotfluorescierendes Zinksalz bildet. Es wurde friiher 
allen § fiir dieses Produkt die Méglichkeit einer Oxydation der mittel- 
Ibis | stindigen Methylenbriicke zu einer —CO-Gruppe erwogen. 


schen Versuche 
d wir Isolierung eines Mesobilipurpurins( = Mesobilipurpurin-XIII, «-di- 
obili- methylester (622mu)). - Darstellung a) 300mg Mesobilirubin-XIII, «-dimethyl- 


ester-dihydrochlorid werden in 200 cem Chloroform gelést und im Scheide- 


rerem eg . e r , 
aie trichter mit 2n-Natronlauge durchgeschiittelt. Nach dem Waschen der 


* Cll, Chloroformlésung mit Wasser wird diese gut mit 40 cem einer Lésung von 
l wie 2n-Salpetersiiure und etwa 50mg Natriumnitrit durchgeschiittelt, und zwar 


so lange, bis im Verlauf der dabei einsetzenden Gmelinschen Reaktion 
iiber die Griinstufe die Blaustufe (Tageslicht) erreicht ist. Wenn die blaue 







































































triltt, Lisung einen Stich ins Violette zeigt und spektroskopisch eine starke Auf- 
SCINs hellung im Rot zu beobachten ist, wird die Oxydation durch Zugabe von 
den 40 cem 2n-Natronlauge sofort unterbrochen. Beim Schiitteln mit Natronlauge 
zum wird die bisher blaue Lésung rotviolett. Nach Ablassen von der Natronlauge 
hen und mehrfachem Waschen mit Wasser wird die Chloroformlésung dureh 
ae Filtrieren getrocknet und eingeengt. Hierauf wird mit der 3 fachen Menge 
uirite absolutem Ather verdiinnt und an Talkum (venet. 7/0) adsorbiert. Das 
ein Chromatogramm wird dann mit einer Chloroform—Ather-Mischung 1:2 ent- 
wickelt. Es bilden sich drei Zonen aus (Fig. 1). Die obere rote Zone wird 
dine mit Methanol eluiert. Nach Uberfiihren des enthaltenen Farbstoffs in Chloro- 
form wird erneut adsorbiert und analog aufgearbeitet. Es wird so eine 
geht rote, nach Orange tingierende Lésung erhalten. Diese wird zur Trockne 
iner eingeengt. Der anfallende Riickstand wird aus der Hiilse mit Ather extra 
‘lich hiert. Schon bei der Extraktion beginnt die Krystallisaton yon roten Nadeln. 
urbe 
veNZ rotviolett a 
das (Zn-Salz rot fluorescierend) = ery, 
ane — 
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tur- violett Se Ry blauviolett (IIT) 
(Zn-Salz nicht fluorescierend) = 

ter- Fig. 2 

1er Fig. 1 

SO Darstellung b). Mesobilirubin-XIII, «-dimethylester wird wie bei a) mit 

Ing HNO,-HNO, oxydiert. Bei Erreichung der Violettstufe wird wie oben die 


Reaktion mit Natronlauge unterbrochen. Die mit Wasser gewaschene und 
durch Filtrieren getrocknete Chloroform-Lésung wird dann zur Trockne ein- 
gedampft. Der Riickstand wird hierauf mit absolutem Ather in der Wiirme 
ausgezogen. Der rot-orangefarbene Atherauszug wird dann an Aluminium- 
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oxyd (standardisiert nach Broekmann) adsorbiert. Das Chromatogramm 
wird mit einer Ather—Chloroform-Mischung (6:1) entwickelt (Fig. 2). Die rot- 
orange gefirbte Schicht II wird nach Entfernen der unteren Schieht TT und 
Auffiillen des Rohres mit frischem Al,O, mit Chloroform—Ather (1:1) herunter 
gewaschen. Die so erhaltene rotorange Lésung wird erneut an Al,O, adsorbiert. 
Bei der Entwicklung des Chromatogramms mit Ather-Chloroform 2:1 ent 
stehen eine obere braune Zone (IIa) und eine untere rot-orangefarbene (IIb 
Nach Abtrennen der unteren Zone wird der Farbstoff mit Chloroform oder 
Eisessig eluiert und in Ather iibergefiihrt. Beim Einengen des Ather 
krystallisieren Niidelehen yom Schmelzp. 160°. 

Die bei a) und b) erhaltenen Bilirubinoide sind identisch. Die Substan: 
krystallisiert in rot durechscheinenden Nadeln mit kupfrigem Oberfliichen 
glanz. Die Nadeln sind meist schief abgeschnitten, mitunter auch gerade. 
Im polarisierten Licht sind sie orangegelb. Die Ausléschung im polarisierten 
Licht ist bei kleinen Krystallen vollstiindig. Die Schiefe der Auslischung 
betriigt 40° zur Liingsachse. Bei griéferen Krystallen tritt bei 40° Schiefi 
nur eine Rotfirbung ein. Das Bilirubinoid ist leicht léslich in Chloroform, 
Alkoholen, Eisessig und Pyridin, weniger leicht in Ather. Schmelzp, 157 
bis 160° (korr. Mikroskop). Die rote Schmelze beginnt bei Abkiihlung aut 
150° wieder zu krystallisieren. 

Analyse der Substanz nach Darstellung a): durch Extraktion mit Ather 
gvereinigt: 

4,552 mg Subst. (bei 50°i. V. getr.): 11,160 mg CO,, 2,700 mg H,0. 


3,003 mg Subst.: 0,236 cem N (20°, 727 mm). — 3,353 mg Subst.: 0,683 mg 

H,O. — 3,200 mg Subst.: 2,880 mg AgJ. 

C,,H,.0,N, Ber. C 66,63 H 6,72 0 17,77 N 888 OCH, 9,84 
(630,4) Gef. ,, 66,86 ,, 6,64  heone 4» 8,76 , 11,89. 


Analyse der Substanz nach Darstellung b): aus Ather umkrystallisiert. 
3,838 mg Subst.: (bei 50°i. V getr.): 9,318 mg CO,, 2,260 mg H,0O. 
2,910 mg Subst.: 0,223 eem N (19°, 723 mm). — 3,611 mg Subst.: 3,358 mg AgJ. 
Gef. C 66,21 H 6,59 N 8,52 OCH, 12,29. 
Die Substanz zeigt in neutraler Lésung spektroskopisch zwei verwaschene 
Absorptionsbanden: I. 544—524; IL. 508—487 mu. 








ree 
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Hydrochlorid. Wird die Chloroform-Lisung der Substanz mit ver 
diinnter Salzsiiure geschiittelt, so schliigt die Farbe nach Violett um. Die 


Lésung zeigt eine Absorptionsbande bei: 614... 604—564 ...538 mu. 
586 


Zink-Komplexsalz. Die methanolische Liésung des Farbstoffs gibt 
mit alkoholischer Zinkacetat-Lésung eine Blaufirbung mit intensiver Rot- 
fluorescenz. Spektrum: I. 637—610; IL. (sehr sechwach) 586...568 mu. Die 

ee 
Rotfluorescenz sowie die Absorptionsbanden verlieren schon nach etwa ein 
stiindigem Stehen die Intensitit. Gleichzeitig schligt die blaue Farbe der 
Lésung in Rot um. Wird nach vollendeter Umwandlung das Zink-Komplex- 
salz mit verdiinnter Siiure zerlegt, so erhilt man eine hellrote Lésung, die er- 
neut mit Zinkacetat versetzt, griingelb wird und keine typische spektrosko- 
pische Erscheinung mehr zeigt. 
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Kupfer-Komplexsalz. Mit einer alkoholischen Lisung von Kupfer (II) 
acetat gibt der Farbstoff eine intensiv gefiirbte griinblaue Lésung, die nicht 
fuoresciert. Spektrum: I. 654—634; II. (Schatten) 602—585 mu. Wiihrend 

sini, pena 
643 
das Zink-Komplexsalz mit 5°/,iger Salzsiiure bereits zersetzt wird, ist das 
Kupfer-Komplexsalz gegen 5°/,ige Salzsiiure bemerkenswert stabil. Mit 
10°/,iger Salzsiiure wird es beim Schiitteln jedoch zerlegt. Es resultiert das 
Ausgangsmaterial unveriindert. 

Oxydationsversuche. 1. Oxydation mit Ferrichlorid-Salzsiure. 
Kktwa 1 mg Substanz wird in Methanol gelést und mit 10°/,iger Salzsiiure und 
etwa 20 mg FeCl, 15 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Es 
tritt dabei nur eine Violettfiirbung ein. Bildung von Ferrobilin ist nicht zu 
beobachten. Das Reaktionsprodukt, in Chloroform iibergefiihrt und neutral 
gewaschen, ist in Lésung rot. Chromatographisch ist kein-Glaukobilin fest. 
stellbar. Abgesehen von einer kleinen Menge einer gelben Substanz ist das 
Produkt einheitlich. Nach Zusatz von Zinkacetat-Lésung zur Lésung des 
roten Produktes tritt Rotfluorescenz auf mit einer Absorptionsbande bei 
max. 624 mu. 

2, Oxydation mit Jod. Eine Methanol-Lésung des Mesobilipurpurin 
esters (622 mu) wird mit einigen Tropfen einer methanolischen Lésung von 
Zinkehlorid versetzt. Bei tropfenweisem Zusatz von 1°/,iger Jodlésung ver 
schwindet die Rotfluorescenz des Zink-Komplexsalzes, ebenso das Spektrum. 
Spektroskopisch tritt eine véllige Ausléschung ab 535 mu ein. Das Reaktions 
produkt wird in Chloroform iibergefiihrt, mit HCl und NaOH-Lésung zerlegt 
und neutral gewaschen. Erneut mit Zinkacetat versetzt, tritt Griinfluoreseenz 
auf (nicht so intensiv wie bei Urobilin) mit einer Absorptionsbande bei 510 mu. 

3. Oxydation mit Bleitetraacetat. Mesobilipurpurinester (622 mu) 
wird in Eisessig gelést und mit einigen Tropfen einer stark verdiinnten Liésung 
von Bleitetraacetat in Eisessig versetzt. Die violettrote Farbe der Lésung schliigt 
nach Rotorange und schlieBlich nach Gelborange um. Ist das letzte Stadium 
erreicht, so ist spektroskopisch eine vollig Ausléschung ab 510 mu nach Blau 
zu beobachten. Das Reaktionsprodukt wird dann in Chloroform iibergefiihrt 
und neutral gewaschen. Gelbe Loésung, die mit Zinkacetat Griinfluorescenz 
mit dem Maximum der Absorption bei 510 mu zeigt. 


Reduktionsversuche. — 1. Reduktion mit Zink-Eisessig. 2mg 
Mesobilipurpurinester (622 mu) werden in 5 ccm Kisessig gelést und mit Zink- 
staub versetzt. Bei kurzem Erwirmen tritt Aufhellung der dunkelvioletten Lé- 
sung ein und sehlieBlich Farbumschlag in Gelb. Es wird dann in Chloroform 
libergefiihrt und neutral gewaschen. Die so erhaltene hellgelbe Chloroform- 
lisung ist in der Farbe an der Luft bestiindig (im Gegensatz zu der des 
Dihydromesobilirubins). Mit HNO,-HNO, schliigt die Farbe der hellgelben 
Losung sofort nach Violettrot um. Dieser Farbstoff, in Chloroform iiber- 
gefiihrt, verhilt sich im Chromatogramm einheitlich und gibt mit Zinkacetat 
in Alkohol eine Rotfluorescenz mit dem Absorptionsmaximum bei 624 mu. 
Das so erhaltene Zink-Komplexsalz zeigt die gleiche Unbestindigkeit wie 
das auf 8. 46 beschriebene des Ausgangsmaterials. 

2. Reaktion mit Platinmohr in Methanol. 1 mg Mesobili- 
purpurin (622 mu) wird in Methanol geliést und in der Schiittelente mit 
Pt-Mohr als Katalysator reduziert. Nach 10 Minuten tritt Aufhellung der 
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Lésung ein. Nach 20 Minuten ist die Lésung rein gelb gefiirbt. In Chloro. 
form iibergefiihrt, erhilt man eine stabile gelbe Lésung, die mit Gmeling 
Reagens sofort eine Rotfirbung gibt. Das Zink-Komplexsalz der roten Lisung 
fluoresciert rot und hat das Absorptionsmaximum bei 624 mu. 

3. Reduktion mit Natriumamalgam. 2 mg Mesobilipurpurinester 
(622 mu) werden in 10 cem Methanol gelést und nach Zusatz von 1 cem Wasser 
mit etwa 10 g Natriumamalgam reduziert. Beim Schiitteln tritt im Verlauf 
von etwa 2 Stunden fast véllige Entfiirbung der urspriinglich violetten Lésung 
ein. Das bei der Reaktion gleichzeitig verseifte Produkt wird mit verdiinnter 
Schwefelsiiure in Chloroform iibergefiihrt. Die Chloroformlésung wird ein. 
geengt und das Chloroform mit Methanol verdriingt. Die Lésung gibt mit 
Ehrlichs Reagens beim Stehen bzw. Erwirmen Rotfirbung (Spektrum: 
I, 573—543; II. 508—454; End-Abs. 409 mu). Mit Zinkacetat unter Jod 

560 481 
zusatz erhilt man Griinfluorescenz mit dem Absorptionsmaximum bei 510 iu. 
Bei Oxydation mit FeCl,-HCl schligt die Farbe der Methanollésung in Rot 
um. Der so erhaltene Farbstoff ergab, in Chloroform iibergefiihrt, neutral 
eewaschen und an Al,O, adsorbiert, zwei rote Zonen. Die obere enthielt 
einen roten Farbstoff (Mesobiliviolin), dessen Zinksalz (Rotfluorescenz) bei 
max. 630 mu absorbiert. Das Zinksalz des Farbstoffs der unteren Zone 
tluoresciert ebenfalls rot, absorbiert aber bei max. 624—622 mu und ist un- 


veriindertes Ausgangsprodukt. 
Mesobilipurpurin (630 mu) ( = Mesobilipurpurin-XIII. «-dimethy]- 


ester (630 mu)). Die durch Eluieren der Schichten I und III (vgl. 8. 45, Fig. 2) 
erhaltenen violetten Lésungen werden vereinigt und in Ather iibergefiibrt. 
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Hierauf wird erneut an Al,O, adsorbiert und mit Chloroform-Ather (1 :! 
entwickelt (Chromatogramm Fig. 3). Die obere braunviolette Zone nach Weg- 
nahme der unteren Schicht und Auffiillen des Rohres mit Chloroform weiter 
entwickelt. Es bildet sich das Chromatogramm Fig. 4 aus. Die untere blaurote 
Schicht liefert, eluiert und in Ather iibergefiihrt, rote rhombische Krystalle. 

Die neutrale Lésung in Ather hat das Spektrum: [. 585—555; II. lange 


Nachbeschattung. 570 


Zink-Komplexsalz. Das Komplexsalz ist in der alkoholischen 
Lésung blau und zeigt intensive Rotfluorescenz. Spektrum: I. 642—620; 


LI. 580—570 (schwach) mu. 630 
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Uber Bildung und Konstitution der Mesobilipurpurine 
und Mesocholeteline 
sowie tiber eine neue Ausfiihrung der Gmelinschen Reaktion 


II. Mitteilung iiber den Mechanismus der Gmelinschen Reaktion ') 
Von 
Walter Siedel und Erhard Grams”) 


Mit 6 Figuren im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1940) 


Inhalt 
|. EKinleitung; 
2. Neue Darstellung von symmetrischen Glaukobilinen ; 
3. Zur Violett-Rot-Phase der Gmelinschen Reaktion; 
Umsetzung von Glaukobilin-XIII, «-dimethylester 

a) mit HNO,-HNO,: Mesobilipurpurin (619, 622 mu); 

b) mit Brom-Methanol: Mesobilipurpurin (627 mu); 

ce) mit Brom-Wasser: Mesobilipurpurine (630, 622, 626 mu); 
1. Mechanismus der Gmelinschen Reaktion; 
5. Zur Rot-Orange-Stufe der Gmelinschen Reaktion, Mesocholetelin (515 my): 
6. Der Reaktionsverlauf vom physikalisch-chemischen Standpunkt; 
‘. Folgerungen iiber die Konstitution des Stercobilins; 
8. Uber die chromophore Gruppe der Bilipurpurine, Tripyrrene; 
J. Katalytische Gewinnung der bilipurpurine; 
10. Umsetzung von Glaukobilin mit Kupfer(ID)-acetat, Glaukobilin-Cu-Komplex- 

salz als Beispiel fiir eine ,,farbe II. Ordnung“. 


1. Wie die voranstehende Mitteilung zeigt, stellt der Mecha- 
nismus der Gmelinschen Reaktion ein Problem dar, das vom Stand- 
punkt der Strukturbetrachtung von besonderer Kompliziertheit ist. 
Im folgenden soll nun iiber Versuche berichtet werden, die einen 
wesentlich erweiterten Kinblick in den Ablauf der Gmelinschen 
Reaktion geben. Im Falle einer neuartigen Durchfiibrung des 


') I. Mitteilung, vgl. voranstehende Abhandlung. 
*) Diss. E. Grams, Technische Hochschule Miinchen 1940. 


» 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 267 I 
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Testes mit Brom-Methanol an Stelle von nitrithaltiger Salpeter. 
siiure konnte der Reaktionsmechanismus vollig geklirt werden’, 

Die Untersuchung der Reaktion ist ja nach verschiedeney 
Richtungen von Interesse. Einmal muf die Untersuchung ein 
Erweiterung der Erkenntnisse iiber den Zusammenhang zwischer 
Farbe und Konstitution bei den Bilirubinoiden erbringen. Dany 
soll versucht werden, auf der Basis der Gmelinschen Reaktio) 
eine genauere Bilirubin- Bestimmungsmethode fiir medizinisch. 
diagnostische Zwecke aufzubauen und schlieBlich ist es fiir die 


7 


Identifizierung der bilirubinoiden Farbstoffe in der Gruppe def 


Cytochrome, der Rotalgen-Chromoproteide und der kiinstliches 


Porphyrin-Aufspaltungsprodukte nétig, die Skala der strukturmisiy § 


definierten Gallenfarbstoffe zu vergréBern. 
So wurde vorerst auf einer breiteren Basis die Untersuchung 
der Mesobilipurpurine, also der violetten und rotvioletten Farbstotie 


der Gmelinschen Reaktion durchgefiihrt, und zwar vor allen§ 
te) 3 


unter Variation der Darstellungsmethoden. 

2. Um die Verhiltnisse soweit wie méglich zu vereinfachen, 
wurde bei den Versuchen nicht von den unsymmetrischen Gallen- 
farbstoffen der natiirlichen LX,q@-Reihe ausgegangen, sondern von 
den symmetrisch gebauten der XIII,a-Reihe. Hier wurde dann, 
im Gegensatz zur voranstehenden Untersuchung, nicht das Meso- 


bilirubin-XIII,@ als Ausgangsprodukt verwendet, sondern gleichf 


die niichsthéhere Dehydrierungsstufe, das Glaukobilin-XIII, & bav. 
sein Dimethylester. 

Das Glaukobilin- XIIJ,«@ wurde bisher am _ besten durch 
Kondensation von zwei Molekiilen Neoxanthobilirubinsiure mit 
Ameisensiure”) gewonnen. Um nun die Verwendung der in gréBeren 
Mengen nicht so leicht zugiinglichen Neoxanthobilirubinsiure zu 
umgehen, wurde zuerst eine neue Darstellungsmethode des Glauko- 
bilins-XIIT,@ ausgearbeitet, und zwar ausgehend vom Xanthw- 
bolirubinsciure-methylester. Durch Kinwirkung von Brom auf Xantho- 
bilirubinséiure wurde schon friiher*) Mesobilirubin- XIII, @ dar- 
gestellt. Die Ausbeute bei diesem ProzeB ist jedoch zu gering, als 
daB diese Methode zur Darstellung vou Glaukobilin hitte verwendet 
werden kénnen, denn auch bei der Dehydrierung von der Mesobili- 


rubin- zur Glaukobilinstufe treten nochmals gréBere Verluste aul = 


') Vgl. W. Siedel, Angew. Chemie 53, 397 (1940). 


*) W. Siedel, Diese Z. 287, 8 (1935); vgl. auch H. Fischer, H. Baum-§ 


gartner u. R. Hess, Diese Z. 206, 201, 209 (1932). 
*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 200, 209 (1931). 
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Wir versuchten deshalb, wiederum ausgelhend von der leichter 
zuginglichen Xanthobilirubinsiure, durch Oxydation der «-stiindigen 
CH,-Gruppe, und zwar mittels Bleitetraacetat, entweder zur Oxy- 
methyl-, Formyl- oder Carboxy-neoxanthobilirubinsiure zu gelangen, 
vachdem schon friiher von W.Siedel und H. Méller’) gezeigt 
werden konnte, daB in der Reihe der Oxy-pyrromethene die Kin- 
fihrung von Hydroxylgruppen durch Bleitetraacetat-Oxydation 
méglich ist. Allerdings handelte es sich friiher hierbei um die 
Substitution eines H-Atoms am Pyrrolkern, wiihrend diesmal die 
Oxydation an einer Methylgruppe eingreifen sollte. Alle drei ge- 
nannten substituierten Neoxanthobilirubinsiuren hitten als Bau- 
steine fiir Bilirubinoidsynthesen dienen kénnen. 


Bei der Einwirkung von Bleitetraacetat auf Nanthobilirubin- 
siiuremethylester wurde jedoch kein oxydiertes Pyrromethen er- 
halten, sondern es entstanden tiberraschenderweise bereits vierkernige 
Produkte. Das zuerst zweilellos gebildete Oxymethyl-pyrromethen 
scheint sich offenbar sofort mit einem zweiten Molekiil (S. 52) unter 
Austritt von Formaldehyd oder Ameisensiiture zu kondensieren. 
Die Versuche zeigten, dab hauptsichlich Mesobilirubin-X ILI, a-di- 
methylester entstanden war. Die Ausbeute an diesem Produkt 
konnte jedoch nicht tiber 30°/, gesteigert werden, und zwar, weil 
das Mesobilirubin durch das Bleitetraacetat zum Glaukobilin weiter 
oxydiert wird. Die Entstehung des Glaukobilins lieb es angebracht 
erscheinen, die Umsetzung so zu gestalten, daB das Glaukobilin 
als Hauptprodukt anfallt. Das Optimum der Ausbeute an Glauko- 
bilin wurde bei Verwendung von 1,3 Mol Bleitetraacetat erreicht. 
Das Verfahren wurde dann so ausgearbeitet, dab eine Isolierung 
des Mesobilirubin-dimethylesters nicht mehr vorgenommen wird, 
sondern der gebildete Mesobilirubin-dimethylester mit Ferrichlorid 
sofort bis zur Glaukostufe dehydriert wird. Mittels dieses Verfahrens 
ist die Ausbeute an Glaukobilin-X ILI, a-dimethylester bis zu 66°), 
gesteigert worden. Es wurde so, ausgehend von Xanthobilirabin- 
siure eine Ausbeute an Glaukobilin- dimethylester erzielt, die noch 
besser ist, als diejenige, die bei der Dehydrierung des Mesobili- 
rubins angegeben wird, wobei noch zu beachten ist, dab hierbei 
in einer einzigen Re aktion vom zweikernigen Derivat aus sofort 
das gewiinschte vierkernige erhalten wird. — Es ist bemerkenswert, 
da®B der Methylither der Xanthobilirubinsiure mit Bleitetraacetat 
unter den gleichen Bedingungen keine Bilirubinoide bildet. 


') Diese Z. 259, 113 (1939). 
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Xanthobilirubinsiiure-methylester 
H,COOC COOCH, 
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3.a) Entsprechend den Versuchen mit Mesobilirubin-dimethyl- 
ester in der voranstehenden Mitteilung wurde nunmehr der Glauko- 
bilin - XIII, @- dimethylester der Kinwirkung einer nitrithaltigen 
Salpetersiiure unterworfen. Bei Erreichung der Violettphase des 
Gmelinschen T'estes wurde auch hier die Reaktion unterbrochen, 
Es gelang dann, aus den Reaktionsprodukten ohne Anwendung 
chromatographischer Methoden, nur durch fraktionierte Krystalli- 
sation, aus Ather einen in roten Prismen krystallisierenden Farbstott 
(Schmelzp. 189° korr., Mikroskop) zu isolieren, der auch ein Zink- 
komplexsalz unter Blaufairbung der Lésung bildet, mit dem Maxi- 
mum der Absorption bei 619 mu. Zum Unterschied von den bisher 
bekannten roten Gmelin-Produkten fluoresciert dieses Zinksalz 
jedoch nicht. Der hohe Stickstoffgehalt, der sich aus der Analyse 
ergibt, legte die Vermutung nahe, daB in dem neuen Farbstoff 
das Additionsprodukt eines Bilirubinoids mit salpetriger Siure 
vorliegen kénnte. ‘Tatsiichlich spricht die Zusammensetzung der 
Verbindung mit C,,H,,0O,N, fiir die Anlagerung von einem Molekiil 
HO-—NO an Glaukobilin-dimethylester. Ks ist anzunehmen, dab 
es sich bei dieser Verbindung um ein Zwischenprodukt handelt, 
und zwar um eine Ubergangsstufe von Glaukobilin zu den mit 
Zinkacetat fluorescierenden Mesobilipurpurinen. Bestiitigt wird 
diese Anschauung durch die Méglichkeit, lediglich durch Verseifung 
mit methylalkoholischer Kalilauge das nichtfluorescierende Produkt 
in ein fluorescierendes (Absorptionsmaximum bei 626 my) umzu- 
wandeln. Es wurde festgestellt, daB bei Zusatz von Jod sofort 
Rottluorescenz auftritt unter Verschiebung der Absorptionsbande 
nach Rot. Auch bei lingerem Stehen zeigt das nichtfluorescierende 
Zinksalz allmihlich eine schwache Rotfluorescenz. 

In den Mutterlaugen befinden sich weitere rote Verbindungen. 
die in Form ihrer Zink-Komplexsalze die typische Rotfluorescenz 
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zeigen. Es wurden so bei der Aufarbeitung zweler verschiedener 
Versuche beide Male Substanzen aus Ather erhalten, die in roten 
Prismen krystallisieren und rotfluorescierende Zinkkomplexsalze 
mit dem Maximum bei 622 mu geben. Diese Farbstoffe gleichen 
in ihren optischen Eigenschaften, vor allem in ihrer mehr orange- 
roten Farbe in neutraler Lésung den von W.Siedelund W. Froéwis 
erhaltenen Mesobilipurpurinen (622 mu). Wiahrend die Analysen- 
ergebnisse bei dem zweiten Produkt den friiheren (I. Mitteilung) 
sehr nahe kommen, tritt bei dem ersten Produkt ein niedrigerer 
Kohlenstoffwert auf, eine Abweichung, die méglicherweise auf der 
Anlagerung eines Mols H,O beruhen kénnte. — Ks konnte schlieb- 
lich festgestellt werden, daB neben diesen Produkten noch weitere 
rote, mit Zinkacetat rotfluorescierende Farbstofie (z.B. Maximum 
bei 626 und 630 mu) vorkommen. 

b) Da auch aus diesen Versuchen wieder hervorging, dab 
die Verhiiltnisse bei der Gmelinschen Reaktion unter Verwen- 
dung von HNO,—HNO, auBergewohnlich kompliziert sind, wurde 
zu anderen Oxydationsmethoden iibergegangen. — Wiihrend die 
Verwendung von Bleitetraacetat im wesentlichen zu Ergebnissen 
fiihrte, die den bisherigen sehr ihnlich waren, zeigte sich Brom als 
Oxydationsmittel im Gmelinschen Test als ganz besonders geeignet. 

Es wurde gefunden, dap unter bestimmten Bedingungen ver- 
diinnte Bromlésung die Gmelinsche Reaktion in cthren sdmtlichen 
Stufen gibt und dap} die Durchfiihrung infolge der Moéglichkett erner 
genauen Dosierung einfacher rst, als ber der klassischen Reaktion. 

Jod gibt die Reaktion nicht oder nur undeutlich. Es erfolgt vor allem 
kein sichtbarer Umschlag nach Griin. Es wurde weiter festgestellt, dab eine 
Umsetzung mit Jod iiberhaupt nur bei Anwesenheit von Zinkacetat eintritt. 

Bei der Oxydation mit Brom muBte iiberraschenderweise fest- 
gestellt werden, das die Reaktion in reinem, trocknem Chloro- 
form nicht gelingt. Dagegen verliuft sie in Gegenwart von 
Alkoholen, Wasser, Eisessig oder Pyridin sofort. 

Genauer untersucht wurde zunichst die Kinwirkung von Brom 
auf Glaukobilin-X ILI, «-dimethylester in Chloroform bei Gegenwart 
von Methanol. Die Oxydation mit einem Mol Brom ergab neben 
viel unveriindertem Ausgangsmaterial einen gut krystallisierenden 
Kérper, der in neutraler Lisung violettstichig rot, in Kisessig oder 
in Gegenwart von Siure violett ist. Die Ausbeute an dem neuen 
Farbstoff, der aus Methanol in Nadeln mit dem Schmelzp. 219—220° 
krystallisiert, betrug etwa 30°/,. Der Farbstoff gibt in Lésung ein 
prachtvoll rotfluorescierendes Zinksalz mit der Hauptabsorptions- 
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bande bei 627 mu. Wie die Kigenschaften zeigen, handelt es sich 
um ein Produkt, das bei der Oxydation mit HNO,—HNO, nicht 
entsteht. Besonders auffallig war der hohe Methoxylgehalt  bej 
der Analyse. Er weist auf den Kintritt zweier Methoxylgruppen in 
das Molekil hin und legt die Annahme nahe, dab bei der Bildung 
dieses Mesobilipurpurin-X III, a-dimethylesters (627 mu) primiir 
eine Addition von zwei Atomen Brom an den Glaukobilin-dimethyl- 
ester stattgefunden hat und daB sekundiir ein Austausch der Brom- 
atome gegen die beiden OCH,-Gruppen vollzogen worden ist. 

Es sei betont, daf die intermediiire Addition der beiden Brom-Atome 
direkt noch nicht bewiesen werden konnte. Doch liBt sich das Ergebnis 
der Umsetzung vorliufig mit der Brom-Anlagerung deuten. DaB tatsiichlich 
ein freiwilliger Austausch eines Brom-Atoms gegen die Methoxylgruppe bei 
Pyrrolen méglich ist, konnte in neuerer Zeit an dem Beispiel des 5-Brom- 
3-methyl-4-iithyl-2-carboxypyrrols gezeigt werden’). 

Durch Einwirkung von Alkali auf das Produkt mit den ins- 
gesamt vier Methoxylgruppen (die beiden Propionsiiurereste sind 
verestert!) konnten die beiden Propionsiiure-methylester-Reste ver- 
seift werden. Die neu eingetretenen Methoxylgruppen blieben 
dabei erhalten, wie die Mikro-Zeisel-Bestimmung zeigte. — Bei 
Reduktion mit Natriumamalgam konnten jedoch simtliche vier 
Methoxylgruppen eliminiert werden. Es entstand Mesobilirubino- 
gen-XIII,a@, das mit Hilfe des Réntgendiagramms (nach Debye- 
Scherrer) identifiziert wurde, und zwar mit dem aus Glauko- 
bilin-XIJJ,@ dargestellten Mesobilirubinogen-XIII, a. 

c) Nach diesen Befunden war es interessant festzustellen, 
wie die Oxydationsreaktion mit Brom ohne Methanol aber bei 
Gegenwart von Wasser verliuft. Es zeigte sich, daB die Umsetzung 
in diesem Falle komplizierter ist. So wurde aus Methanol auBer 
unveriindertem Ausgangsmaterial kein Krystallisat erhalten. Erst 
aus Ather krystallisierte ein Gemisch von Farbstoffen. Da sie 
durch fraktionierte Krystallisation nicht zu trennen waren, wurde 
eine chromatographische Trennung vorgenommen. Das Chromato- 
sramm ergab, daB mindestens drei verschiedene rote bis rotviolette 
Farbstoffe entstanden waren, die siimtlich rotfluorescierende Zink- 
salze geben. Allerdings war auch die chromatographische Trennung 
erschwert durch die zum Teil sehr iihnliche Adsorptionsfihigkeit 
der offenbar nahe verwandten Stoffe. 

Es wurden (vgl. Chromatogramm Fig. 3, 8. 73) so ein violetter, 
ein roter und ein violettstichig-roter Farbstoff erhalten. Die ent- 


') W. Siedel, Unverdffentlicht. 
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: sprechenden Zink—Komplexsalze absorbieren bei maximal 630, 622 
und 626 mu. — Daneben wurde noch ein krystallisiertes orange- 


farbenes Produkt isoliert. 
Wie dieser Versuch zeigt, kénnen also schon bei einer einzigen 


| Umsetzung mehrere Substanzen vom Typ der Mesobilipurpurine 


auftreten, die sich im wesentlichen nur in der Lage der Absorptions- 


' maxima ihrer Zink—Komplexsalze unterscheiden. Wenn man be- 


riicksichtigt, da& bereits eine Anderung in der Lage der Doppel- 


'bindungen im Briickenskelett der Bilirubinoide, ganz abgesehen 


yon der Anderung der Hydrierungsstufe einer Briicke, eine vollige 
Wandlung aller Kigenschaften bewirken kann, muB man annehmen, 


| daB alle beschriebenen Mesobilipurpurine ein gemeinsames Grund- 


geriist besitzen. Zur Unterscheidung der einzelnen Typen ver- 
wenden wir, wie schon in der voranstehenden Veréffentlichung 
vorgeschlagen wird, die Lage des Absorptionsmaximums des 
Zn-Salzes als Kennzeichen fiir das betreffende Mesobilipurpurin, 
wobei es gleichgiiltig ist, ob das Komplexsalz fluoresciert oder 
nicht fluoresciert. Das 8.52 genannte HO—NO-Additionsprodukt 
erhailt so die Bezeichnung Mesobilipurpurin-X III, a-dimethylester 
(619 my), die obigen werden demgemiB als Mesobilipurpurin-X ILI, e- 
dimethylester (630 mu) usw. gekennzeichnet. 

Das Mesobilipurpurin (630 mu) erinnert in seinem Farb- 
charakter besonders stark an Mesobiliviolin'), das ebenfalls in 
Form seines Zink—Komplexsalzes bei 629—630 mu absorbiert. 
Die Analyse spricht fiir den Eintritt einer OH-Gruppe und einer 
OCH,-Gruppe in das Glaukobilin. Zwar ist bei der Reaktion 
Methanol nicht anwesend, das fir die Entstehung der OCH,-Gruppe 
verantwortlich wire, jedoch ist bei der Aufarbeitung und besonders 
bei der Abscheidung des nicht umgesetzten Glaukobilins eine Be- 
handlung mit Methanol kaum zu umgehen. Auf Grund dieses 
Befundes wire also anzunehmen: 1. Zunichst erfolgt Br-Addition 
an eine Doppelbindung des Glaukobilins und Austausch gegen 
OH-Gruppen, von denen spiiter eine durch die OCH,-Gruppe er- 
setzt wird, oder es wird 2. — was wahrscheinlicher ist — zuerst 
unterbromige Siure an die Doppelbindung des Glaukobilins an- 
gelagert, worauf spiter das Br-Atom gegen die OCH,-Gruppe aus- 
cetauscht wird. 

Das Mesobilipurpurin (622 mp) scheint mit dem von W.Siedel 
und W. Fréwis (vgl. I. Mitteilung) erhaltenen Mesobilipurpurin 


11 W. Siedel u. H. MG6ller, Diese Z. 264, 64 (1940). 
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identisch zu sein. Allerdings bestehen noch einige Abweichungen 
in der Krystallform und in den Analysenwerten. Alle anderer 
Kigenschaften stimmen jedoch genau iiberein, so vor allem die 
Unstabilitit des Zink—Komplexsalzes, die nur bei dem Mesobili- 
purpurin (622 mu) beobachtet wird. Das hier vorliegende Produkt 
tiel zuerst in violettstichigen Blittchen an. Beim Umkrystallisierey 
wurden jedoch briunlich-rote Nadeln erhalten. Dieser Dimorphismus 
ist auch bei dem fritheren Produkt (vgl. I. Mitteilung) festgestellt 
worden. Es ist méglich, daB er durch Anlagerung von Lésunegs. 
mitteln hervorgerufen wird. Hierfiir spricht, daB die unter dem 
Mikroskop bei 143° geschmolzenen Bliittchen nach Rekrystalli- 
sation den Schmelzpunkt der Nadeln bei 168° zeigen. 

Das Mesobilipurpurin (626 mu) ist wegen seiner leichten Lis- 
lichkeit in fast allen Mitteln nur schwer krystallisiert zu erhalten, 
Der Methoxylwert spricht eindeutig fiir den Gehalt von nur zwei 
Methoxylgruppen (Propionsiiuremethylester-Reste in 4,5-Stellung), 
Die Zusammensetzung wiirde sich ebenfalls der eines Oxo-Produktes 
nihern. Es ist sehr wahrscheinlich, daf dieses Produkt auch bei 
der Gmelinschen Reaktion mit HNO,—HNO, entsteht, denn auch 
dort wurde ein Mesobilipurpurin beobachtet, dessen Zink—Komplex- 
salz bei 626 mu absorbiert. 

4, Uberblickt man die bisher erhobenen Befunde, so ergibt 
sich fiir den Mechanismus der Gmelinschen Reaktion folgende 
Erklirung: 

Wie schon in der I. Mitteilung dargelegt worden ist, miissen 
die Mesobilipurpurine (ebenso auch die Bilipurpurine) in ihrem 
Briickengeriist und damit auch in der Anlage ihrer Doppel- 
bindungen mit den Mesobiliviolinen iibereinstimmen, das bedeutet, 
daB der von den Kernen I—III gebildete Chromophor in beiden 
Produkten, den Violinen und den Purpurinen, gleichartig vorhanden 
sein mu. Dagegen muB der Pyrroleninring IV, der beim Glauko- 
bilin infolge der durchlaufenden Konjugation der Doppelbindungen 
noch farbgebend wirkt, als Chromophor ausgeschaltet sein. Er 
kann héchstens eine induzierende Wirkung haben, die in der Farb- 
nuance zum Ausdruck kommen kann, keinesfalls aber im Farbtyp. 
Wihrend in der I. Mitteilung lediglich festgestellt werden konnte, dab 
fiir die Bildung der Mesobilipurpurine die Entstehung wabrscheinlich 
einer —CO-—-Briicke zwischen den Ringen III und IV ausschlag- 
gebend ist, und fiir ihre Bildung eine Oxydation mit anschleBender 
Isomerisation angenommen werden mubte, haben die hier vor- 
liegenden Untersuchungen bewiesen, dab die Umsetzungen primi 
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auf Additionsreaktionen zuriickzufiihren sind. Gleichgiiltig, ob 
man die Umsetzung der Bilirubinoide mit dem eigentlichen G melin- 
schen Reagens, dem HNO,—HNO,-Gemisch oder mit Brom in einer 
wasser- oder alkoholhaltigen Chloroformlésung vornimmt, tritt 
guerst immer eine Anlagerung des Reagens an eine der aufen- 
stiindigen Doppelbindungen des Glaukobilins ein. Als Doppel- 
bindung kommt, da ja der Mesobiliviolin-Typ entstehen mub, 
nur die Bindung zwischen der y- und 7’-Stellung in Frage!). Erst 
in zweiter Phase erfolgt der Austausch der angelagerten Atome 
oder Atomgruppen mit HO- oder RO-Gruppen unter Ausbildung 
der charakteristischen Struktur der Mesobilipurpurin-Gruppe. Tat- 
siichlich gelingt die Oxydation des Glaukobilins auch nicht, wenn 
man die Brom-Kinwirkung in trocknem Chloroform allein oder in 
Chloroform unter Zusatz von reinstem Benzol oder Aceton vornimmt, 
also von Stoffen, die zur nétigen Umsetzung nicht fibig sind. 

Dagegen ist die Oxydation wieder méglich bei Zusatz von 
Kisessig oder Pyridin. Mit Kisessig wurde die Umsetzung in der 
Erwartung ausgefiihrt, dab gut krystallisierende Substanzen mit 
acetylierten Oxygruppen entstehen kénnten. Leider wurden jedoch 
keine krystallisierten Derivate erhalten. Es resultierte ein violetter 
Farbstoff, der sich ziemlich rasch in einen braunen Kérper um- 
wandelt und ein rotvioletter Farbstoff, der ebenfalls beim Stehen 
eine Farbinderung zeigt. Die entsprechenden Zinksalze fluores- 
cieren rot und zeigen Hauptabsorptionsbanden bei 628 bzw. 623 mu. 
Die Verhiltnisse bei dieser Reaktion erinnern sehr stark an die 
bei der Bleitetraacetat-Glaukobilindarstellung beobachteten. 

Mit Pyridin scheint die Brom-Oxydation besonders kompliziert 
zu verlaufen. Ks wird dabei ein in roten derben Blittchen krystalli- 
sierender Kérper erhalten, der ein blau gefiirbtes aber nicht fluores- 
cierendes Zinksalz mit einer verwaschenen Absorptionsbande im 
Rot (624 mu) gibt. Der auffillige hohe Stickstoti-Gehalt der Sub- 
stanz deutet darauf hin, daB das Pyridin — wahrscheinlich unter 
teilweiser Zersetzung — mit in die Reaktion einbezogen worden ist. 

Was die Anlagerungsreaktion selbst betrifit, so nehmen wir 
an, daB sie in einer Addition an die Briicken-Doppelbindung y, 7’ 
besteht, wie schon oben gesagt wurde, und zwar im Sinne der 


') Die Festlegung y, 7’ bezieht sich auf die Glaukobilinformel II, 8. 58. 
Da im Glaukobilin ein mesomerer Zustand anzunehmen ist und die Lage der 
Doppelbindungen nicht fixiert ist, kénnte natiirlich ebensogut die Doppel- 
bindung 2’,a fiir die Anlagerung in Frage kommen. Wichtig ist nur die 
Entstehung des Biliviolin-Chromophors. 
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N ad NH “ N Y N 
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Br—CH,0OH 
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HL} 10 | cH!) cn | OH | 
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H,C CH; H,C —7Prs J Prs CH; H.C, CH, 
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CH, CH; 
Mesobilipurpurin- XIII, « (627 mu) (rot) 
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NI , SH ~OCH, 
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H,C C,H, H,C,——;Prs Prs CH, H,C, CH, 
VII | | i | | 
HOW pawn -CH— Se CH Nii —_—( caine? SS 20H 
N NH N OH NON 
Mesobilipurpurin- XI{I, « (619 mu) (rotviolett) 
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(Prs = CH,CH,COOH. Bei den beschriebenen Umsetzungen lagen immer 
die Dimethylester vor.) 
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Formulierung IV, VII und IX. Neben dieser 1,2-Addition wire 
auch noch eine 1,4-Addition entsprechend den Formeln V u. VIII 
in Betracht zu ziehen. Im Falle der Oxydation mit Brom-Methanol 
wirde dann ein Halbacetal entstehen miissen, und damit ein Pro- 
dukt, daB verhiltnismaBig leicht verseifbar wire. Da jedoch ge- 
rade der Dimethoxykorper stabil ist, ist diese Formulierung weniger 
wahrscheinlich. Doch soll die Méglichkeit einer 1,4-Addition nicht 
auBer acht gelassen werden, denn es ist nicht ausgeschlossen, 
daB ihr verschiedene Nebenprodukte vom Purpurincharakter das 
Entstehen verdanken. Um diese Fragen zu kliren, sind Versuche 
im Gange, und zwar die Umsetzung von Glaukobilin mit Brom 
bei Gegenwart von Glykol. Im Sinne der Formel X ist, wie die 
Betrachtungen am Modell zeigen, eine Anlagerung von Glykol?) 
an die Doppelbindung réiumlich méglich, dagegen ist die Ver- 
kniipfung der y- mit der 8’-Stellung mit Glykol modellmibig nicht 
durchzufihren. Sollte es gelingen, mit nur einem Mol Glykol die 


Y | IV | y IV | 
— ; wv OH Br, CH X 30H 
N - N 
) O 
HOH,C—CH,OH ; / 
CH. CH, xX 


Stufe des Mesobilipurpurins zu erreichen, so wiire die 1,2-Addition 
bewiesen. Den Beweis durch eine Dien-Synthese mit Cyclopenta- 
dien und Glaukobilin zu fiihren, schlug fehl. 

Ein anscheinend mit dem Mesobilipurpurin (627 mu) (Di- 
methoxykérper) identisches Produkt wurde auch von H. Fischer 
und H. Reinecke?) durch Einwirkung von Chinon auf Glauko- 
bilin-XIII, «-dimethylester-Zinksalz erhalten. Die Autoren formu- 
lieren das Produkt als a@,y-Dimethoxyglaukobilin. Es ist jedoch 
unwahrscheinlich, daB diese Formel, die noch die Doppelbindungs- 
konjugation des Glaukobilins besitzt, ein Produkt vom Charakter 
eines Bilipurpurins darstellen kann. 

5. Nach der Feststellung der einseitigen Additionsreaktion 
war es nun notig, das Verhalten der anderen auBenstindigen 
Doppelbindung des Dimethoxykorpers (LV) bzw. des Glaukobilins 
zu untersuchen. Ausgehend von dem Dimethoxykérper (LV), also 
dem Mesobilipurpurin- XIII, a-dvmethylester (627 mu), wurde nun 


1) Zwar liegt das Glykol im allgemeinen in der Trans-Form yor, doch 
scheint es auch, wie der Ubergang in Dioxan zeigt, in der Cis-Form rea- 
gieren zu k6nnen. *) Diese Z. 265, 14, 20 (1940). 
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nochmals die Reaktion mit Brom—Methanol vorgenommen. ks 
muSte in diesem Falle ein urobilinihnliches Produkt entstehen. 
Tatsaichlich gelang es, aus den Reaktionsprodukten auf chromato. 
graphischem Wege einen gelben krystallisierten Kérper zu iso- 
lieren, der ein griin fluoreszierendes Zinksalz wie das Urobilin 
gibt. Die Hauptbande des neuen Zinksalzes liegt bei 515 my, 
wahrend die des Urobilin-Zinksalzes bei 510 my liegt. Die Fluores- 
cenz ist im Verhaltnis zu der Stiirke der Bande bei dem neuen 
Produkt schwach im Vergleich zu der des Urobilins. DaB in dem 
gelben Koérper noch ein Bilirubinoid, also ein vierkerniges Derivat 
vorliegt, konnte durch Uberfiihrung in das in feinen Nadeln kry- 
stallisierende Mesobilirubinogen-XIII, @ (mittels Natriumamalgam) 
bewiesen werden. 

Die Analyse des neuen Produktes ergab eine vollkommene 
Ubereinstimmung mit der Theorie. Wie erwartet handelt es sich 
bei dem urobilinihnlichen Kérper um eine Verbindung, die durch 
den Eintritt von vier Methoxylgruppen in den Glaukobilin-XITI, a- 
dimethylester entstanden ist und der die Formel VI unter der 
Annahme von 1,2-Additionen zukommen muB. Sie hat also 
die Bruttozusammensetzung eines ‘l'etramethoxy-urobilin-dimethyl- 
esters. Da jedoch bei ihr die Kerne I und IV als Pyrrolenin- 
ringe zu formulieren sind, im Urobilin diese Kerne aber als 
Pyrrolringe vorliegen (vgl. Formel XI), kann sie héchstens als ein 
Tetramethoxy-iso-urobilin bezeichnet werden. 

Mit diesem Tetramethoxry-Korper liegt zum ersten Male ein 
krystallisiertes Mesocholetelin vor. Hs soll vorliufig als Meso- 
choletelin-X III, a-dimethylester (515 mu) bezewchnet werden. Man 
kénnte es auch als Tetramethylither des Mesocholetelin-X III, «- 
divmethylesters benennen. 

Es sei betont, daB bei den zum Mesocholetelin fiihrenden 
Oxydationen noch mehrere gelbe Produkte entstehen, von denen 
einige auch nicht fluorescieren. Infolge der sehr ihnlichen Farbe 
ist die chromatographische Trennung erschwert. Eine weitere 
unangenehme Higenschaft der gelben Bilirubinoide vom Choletelin- 
Typ ist ihre groBe Léslichkeit in fast allen Mitteln (auBer Petrol- 
ther) sowie vor allem in Wasser. Diese erschwert die Uber- 
fiihrung in organische Lésungsmittel besonders. 

Mit der Isolierung und Charakterisierung der Di- bzw. Tetra- 
methoxykérper sind nun zum ersten Male die roten und gelben 
Farbstufen bei der Gmelinschen Reaktion festgelegt und in ihrer 
Natur aufgeklart. Wenn diese T'atsache auch nicht die direkte 
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Erkenntnis der Vorgiinge bei der klassischen Gmelinschen Reak- 
tion ergibt, so bedeutet sie doch praktisch eine Aufklarung der 
ihr wesensgleichen und im duferen Ablauf des prachtvollen Farb- 
spiels identischen Brom—Methanol-Reaktion. 

Die eigentliche Gmelinsche Reaktion nimmt, wie schon an- 
cedeutet, nicht einen so einheitlichen Verlauf, wenn auch der 
Primiirvorgang ebenfalls eine Anlagerung und zwar von HO—NO 
an eine aufenstiindige Doppelbindung des Glaukobilins darstellt. 
Sekundir treten dann Verseifungen, Wasserabspaltungen und 
moglicherweise auch Ring-Abspaltungen ein. 

6. Gemeinsam ist allen diesen Vorgiingen der Abbau des 
hochkonjugierten Systems der Doppelbindungen, wie es im Glauko- 
bilin und Biliverdin vorliegt, zu Produkten mit einer geringeren 
Anzahl von Doppelbindungen, also Substanzen die sich durch 
eine weniger tiefe Farbe auszeichnen. Mit anderen Worten: Die 
Gmelinsche Reaktion besteht in der Beseitigung der koordinativ 
ungesittigten Methin-C-Atome, also in einer schrittweisen SchlieBung 
koordinativer Liicken. AuBerlich gipfelt sie so in einem hypso- 
chromen Effekt (Farbaufhellung). Die Absorptionsbanden der zu- 
erunde liegenden Substanzen verschieben sich dementsprechend 
nach kiirzeren Wellenlingen. 

Wie das folgende Formelschema zeigt, besteht das Farbspiel 
bei der Brom—Methanol-Oxydation des Mesobilirubins in dem 
Auftreten der reinen Farben der gebildeten Umwandlungsprodukte 
und der dazwischen liegenden Mischfarben. Farben-+ Mischfarben 
ergeben dann zusammen das gesamte Farbspiel, das bei Gelb 
beginnt und iiber Griin, Blau, Violett, Rot, Orange wieder bei 
Gelb endigt, in voller Ubereinstimmung mit der klassischen 
Gmelinschen Reaktion. 

Im Modell betrachtet, zeigt sich, daB bei den Umsetzungen 
der Gmelinschen Reaktion schrittweise eine freie Drehbarkeit 
der Fiinfringe gegeneinander erreicht wird. Wahrend das Glauko- 
bilin ihnlich dem Porphin noch ein ringfoérmiges, komplanares 
Molekiil besitzen?) mu8, ist im Mesobilipurpurin der Ring 1V 
frei beweglich geworden, im Mesocholetelin weiterhin der Ring I. 
Das Molekiil kann damit eine gestrecktere Form annehmen. — 
Es ist interessant, daB mit dieser Umwandlung die Bilirubinoide 
immer leichter wasserléslich werden, wie dies beim Choletelin 
und Mesocholetelin und entsprechend in der Reihe der Hydrierungs- 


1) Vgl. W. Siedel, Diese Z. 287, 8 (1935) Tafel I u. II sowie die Aus- 
fiihrungen Diese Z, 264, 72 (1940). 
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produkte beim Urobilin und beim Mesobilirubinogen der Fall ist.— sy 
Weiter ist bemerkenswert, daB die Stirke der Adsorption ay St 
Aluminiumoxyd ebenfalls mit der Streckung der Molekiile wiichst. iib 
Mesobilirubin : Misch ba 

Farbe: . ; >: 

rte | farbe: Ri 
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Kin interessantes Problem bictet daneben die Erscheinung i 

der Rot- und Griin-Fluorescenz der Zink-Komplexsalze. Ein be- — |] 
sonders bemerkenswertes Beispiel fiir die noch wenig erforschten 2 


Zusammenhinge zwischen Konstitution und Fluorescenzfihigkeit 
bietet das Mesobilipurpurin (619 mu). Es gibt ein blaugefirbtes 
Zink-Kkomplexsalz mit dem charakteristischen Spektrum aber ohne 
Fluorescenzerscheinung. Dies ist offenbar durch die anwesende 
NO-Gruppe bedingt, denn bei ihrem Austausch tritt sofort Rot- 
fluorescenz auf. 

Wie aus den Formeln S. 58 ersichtlich ist, enthalten die 
Mesobilipurpurine und das Mesocholetelin je 2 bzw. 4 asymme- 
trische C-Atome. Es ist also bei den Umsetzungen die Bildung 
von optischen Isomeren zu erwarten. Die isolierten Produkte 
miissen dementsprechend Racemkérper darstellen. Durch Um- 
setzung von Glaukobilin mit Brom und optisch aktiven Alkoholen 
an Stelle von Methanol soll versucht werden, Einblick in diese 
Verhiltnisse zu gewinnen. 

7. Von einiger Bedeutung scheinen uns die bewiesenen An- 
lagerungsreaktionen fir die Struktur des Stercobilinogens und 
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Stercobtlins zu sein. Im Hinblick auf die optische Aktivitaét des 
Stercobilins werden die vier H-Atome, die das Stercobilin gegen- 
iiber dem Urobilin!) mehr besitzt, von H. Fischer und H. Hal- 
bach?) in der Strukturformel XII in den beiden auBenstindigen 
Ringen in «- und #-Stellung untergebracht, und zwar mit Riick- 
sicht darauf, daB bei der Oxydation von Stercobilin mit Salpeter- 
siure kein Methyl-iithyl-maleinimid entsteht. Wie nun die autl- 
gefundenen Anlagerungsreaktionen zeigen, sind in den Bilirubi- 
noiden die «-Stellen der iuBeren Kerne leichter als erwartet der 
Addition zugiinglich. Es ist so sehr wahrscheinlich, daB die 
Hydrierung des Bilirubins bzw. Biliverdins durch den Bakterien- 
synergismus des Darmes an diesen Stellen einsetzt. Damit kime 
dem Stercobilin die Formel XIII zu. Diese Formel erfiillt eben- 
falls die Bedingung der optischen Aktivitit und erkliirt vor allem 
sinnfiillig den Unterschied in der Oxydationsfihigkeit zwischen 
Urobilin und Stercobilin. Wihrend Urobilin durch Eisen (ILI)- 
chlorid leicht zu Mesobiliviolin und Glaukobilin dehydriert wird, 
ist bei Stercobilin unter den gleichen Bedingungen kaum eine 
Dehydrierungswirkung zu beobachten. Wie die neue Formel XIII 
des Stercobilins zeigt, sind nunmehr stirkere Unterschiede in den 
Strukturverhiltnissen bei Urobilin und Stercobilin vorhanden, und 
zwar in dem Bereich des Ringes I, seiner 2’-Stellung und der 
benachbarten «@-CH,-Briicke, wo die Dehydrierung ja einsetzt. 
Da bei der Oxydation Methyl-athyl-maleinimid nur dann gebildet 
zu werden scheint, wenn in 2’- und 7’-Stellung ein koordinativ 


H,C——C,H,  H,C;—7Prs Prs———=CH, H,C-—.C.H, 
HOW +}—CH,——&_ 4 —CH-———_ | CH, —& 0H 
NH NH N NH 

IX Urobilin (= Urobilin-LX, «) 
H be ‘ 1 i a ‘ ’ H 
H.C) C,H; HC see | Xie Prs CH, H, ¢ — SCH, 
HO | . 1 | ' i | ' | OH 
Osx Y CH,—— ie __ CH ue yh 
NH NH N NH 
XII Stereobilin (H. Fischer u. H. Halbach) 
HC, C,H, H,C;——Prs Prs CH, H.C C,H, 
| | ry | 
a ex cn, — 3 CH on _}e "30H 
> 9 ee - ZA Sf ee 
Ni “H NH N H“ Ni 
XIII Stercobilin (W. Siedel u. E. Grams) 


l) W. Siedel u. E. Meier, Diese Z. 242, 101 (1936). 
*) Diese Z. 238, 59 (1936). 
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ungesittigtes C-Atom vorliegt (vgl. Urobilin, Glaukobilin und die 
Mesobilirubin) ist gerade nach der neuen Formulierung XIII die tril 
Entstehung von Methyl-aithyl-maleinimid aus Stercobilin auch kit 


nicht zu erwarten. 


8. Nachdem beobachtet worden war, daB der Gmelinschen — 4, 
teaktion recht vielseitige und komplizierte Vorgiinge zugrunde 
liegen, muBte auch die Frage beantwortet werden, ob bei der 
Reaktion nicht auch dreikernige Pyrrolderivate, Tripyrrene ent- 
stehen, unter Abspaltung eines Kernes aus dem Bilirubinoid. 
Die Vermutung, daB dreikernige Produkte bei der Gmelinschen ul 
Reaktion auftreten kénnten, ist schon von H. Fischer und 
H. Reinecke!) vor kurzem ausgesprochen worden, und zwar auf — 
die Feststellung hin, daB bestimmte Tripyrrene rotfluorescierende 
Zinksalze geben. Da diese Tripyrrene aber in der einen a-Stel- § 
lung mit Brom substituiert waren, konnten sie nicht unmittelbar Hl 
als Vergleichsprodukte herangezogen werden. Die Versuche der 
beiden Autoren (S. 59, FuBnote 2) haben auch gezeigt, daB das bei 
Ersatz des Broms durch die Oxygruppe entstehende Dioxy-tripyrren 
einen gelben, mit Zinkacetat nicht tluorescierenden Farbstoff dar- 
stellt, der keine Beziehung zur Rotstufe des Gmelinschen Testes hat. 


In unserem Falle interessierte vor allem das Dioxy-tripyrren 
von der in Formel XVIII aufgezeigten Konstitution, also mit den 0) 
dem Glaukobilin-XIII, @ entsprechenden f-Substituenten. Seine i 
EKigenschaften waren noch unbekannt. Die Synthese wurde auf . 
folgendem Wege durchgefiihrt: Durch Einwirkung von Brom auf 
die 3-Methyl-5-formyl-2-carboxypyrrol-4-propionsaure ”)(X1V) wurde 
die 2-Brom-3-methyl-5-formylpyrrol-4-propionsiure (XV) dar- 
gestellt. Dieses Pyrrol lieferte bei der Kondensation mit Neo- r 
xanthobilirubinsiure *) (XVI) mittels Bromwasserstoffsiiure in Me- 
thanol (unter gleichzeitiger Veresterung) das Tripyrren XVII, 
dessen Bromatom mit Natriumacetat gegen die Hydroxylgruppe § 
ausgetauscht werden konnte. Wihrend nun das Brom-T'ripyrren § 
in violetten Prismen krystallisiert, in Liésung violett gefirbt ist 
und ein rotfluorescierendes Zinksalz gibt, zeigt das Dioxy-tri- FP, 
pyrren (XVIII) Eigenschaften, die nicht mehr an die Gmelin- § , 
Violettstufe erinnern. Es krystallisiert in orangefarbenen Nadelchen 
und ist in Liésung fast rein gelb. Mit Zinkacetat zeigt auch 


1) Diese Z. 259, 83 (1939). 
*) H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. 458, 137 (1927). 
3) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 145 (1933). 
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dieses Dioxy-tripyrren keine Fluorescenz '), Diese durch den Kin- 
tritt der zweiten Hydroxylgruppe im Charakter des Gesamtmole- 
kiils bewirkte weitreichende Anderung ist bemerkenswert. 


COOH HOOC 
H,C C,H, H,C,——;CH,CH, Prs——CH, H,CH,C CH, 
| | ae Br 
PP os ae | ro. | ik =oagd Iie 
HOW CH SAH H> ON_ Br H >C\_L COOH 
N NH NH NH 
XVI | ‘i XV XIV 
Y 
[, ( CH, 4H,C Prs Prs CH 
3 i |: ee CH \ Br 
N NH N 
XVI 
Y 
H,C C,H; H,C;—~Prs Prs CH 
i | | _ 
HO ~—CH— CH 0H 
N NH N 
XVII 


Die Violettstufe des Gmelinschen ‘estes kann also nicht 
durch die Dioxy-tripyrren-Bildung erklirt werden. Allerdings 
scheint das oben synthetisierte Dioxy-tripyrren mit dem bei der 
Oxydation von Glaukobilin mit Brom in Gegenwart von Wasser 
(in geringer Menge) isolierten orangefarbenen Kéorper (vgl. 8. 53 
und 73) identisch oder zumindest sehr nahe verwandt zu sein. 

9. Im Verlauf dieser Untersuchungen wurden noch einige 
interessante Leobachtungen gemacht. So war besonders iiber- 
raschend die T'atsache, dab das Farbspiel der Gmelinschen 
Reaktion in Eisessig in Gegenwart von Platinschwarz bzw. Platin- 
oxyd bei Luftzutritt erhalten werden kann. Kinen schnellen Ab- 
lauf der Reaktion erzielt man, wenn man Glaukobilin zuerst 
katalytisch mit Platinoxyd—Wasserstoff in Kisessig zum Mesobili- 
rubin hydriert und hierauf die Lésung bei Luftzutritt schiittelt. 
Man erhilt dann in kurzer Zeit Farbiibergang in Grin, Blau, 
Violett, Rot und Gelb. Unter Luftausschlu8 wird ausgehend vom 
Mesobilirubin nur die Griin—Blau-Stufe erreicht. Es tritt dann 
also nur Dehydrierung zum Glaukobilin ein. Bei Luftzutritt wirkt 


') Weitere Dioxy-tripyrrene sind schon friiher von H. Fischer u. 
LK. Adler (Diese Z. 200, 220 (1931) dargestellt worden. Sie haben eine 
andersartige Substitution und kénnen mit dem obigen nicht direkt ver- 
glichen werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 267 
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dann das Platinschwarz bzw. das Platinoxyd als Oxydationskata- 
lysator weiter. — Mit dieser schonenden Methode, die die Gewiihr 
gibt, daf Vinylgruppen in #-Stellung nicht angegriffen werden, 
soll der Ablauf der Gmelinschen Reaktion beim Bilirubin und 
Biliverdin untersucht werden. 

10. Ganz besonders auffillige Verhiltnisse ergaben sich bei 


der Kinwirkung einer methanolischen Kupfer(I])-acetat-Lésung auf 


Glaukobilin bzw. seinen Dimethylester. Schon bei der Unter. 
suchung der Mesobilivioline (S.55, Anm. 1) war beobachtet worden, 
daB das Kupferacetat nicht nur eine Komplexverbindung bildet, 
sondern, daB — kenntlich an zweimaligem Farbumschlag — noch 
tiefergreifende Veriinderungen vor sich gehen miissen. Auberdem 
konnte auch das Ausgangsprodukt nicht unverindert aus den 
Komplexsalzen zuriickgewonnen werden. 

Beim Versetzen von Glaukobilin-XIII, @-dimethylester mit 
einer methanolischen Kupfer(I!)-acetat-Lésung tritt Aufhellung 
der blauen Lésung bis fast nach Gelb ein. Dann erfolgt bald, 
besonders beim Erwirmen Griinfirbung. Es ist nunmehr ein 
charakteristisches Spektrum zu beobachten, das dem der Kupfer- 
salze der Mesobilipurpurine entspricht. (Die Bande im Rot ist 
gegeniiber der bei den Zinksalzen nach langeren Wellen ver- 
schoben.) — Nach niherer Untersuchung ergab sich folgendes: 
Glaukobilin-X III, a-dimethylester bildet ein in gut ausgeprigten 
Rhomben krystallisierendes, in Lésung gelb gefdrbtes I upfer- 
Komplexsalz. Die tiberraschende gelbe Farbe, die scheinbar zu 
der griinen des Zink-Komplexsalzes in Widerspruch steht uni 
besonders auffallig ist im Hinblick auf die Hiufung der Doppel- 
bindungen im Glaukobilin, kann nur durch die Annahme einer 
»farbe 2. Ordnung< erklirt werden!). Die schon beim Zinksalz 
weit im Rot liegende Absorptionsbande wird durch das ,,batho- 
chrome“ zweiwertige Kupferion noch weiter nach den lingeren 
Wellen — ins Ultrarot — verschoben. 

Dieses Glaukobilin—Kupfersalz geht nun in Gegenwart von 
Kupfer(I])-acetat — offenbar durch Luftoxydation — leicht in das 
blau gefiirbte Kupfersalz eines Mesobilipurpurins (oder auch meb- 
rerer) iiber. Da ja bekannt ist, daB die Salze des Glaukobilins 
leichter oxydabel sind und der katalytische Kinflu8 der Cu-Ionen 


schon beobachtet wurde?) [vgl. auch die Kupfersulfat-Reaktion auf 


') J. Pieecard, Ber. chem. Ges. 46, 1843 (1913). 
*) H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols I, 1, 8S. 676, 
692 (1937). 
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| Mesobilirubinogen nach H. Fischer!)], erscheint das nicht weiter 
auffillig 7), 

Bemerkenswert war nun das Verhalten des in Chloroform 
Foelésten Iupfersalzes von Glaukobilin-X III, a-dimethylester gegen 
}2n-Salzsiiure. Neben Glaukobilin entsteht auch hierbei ein blaues 
'Kupfersalz. Da es dem Glaukobilin-dimethylester in Farbe und 


Adsorptionsfihigkeit an Al,O, weitgehend gleicht, ist es nur 


'schwer von diesem zu trennen. Hs krystallisiert in derben blauen 


Prismen, zeigt eine Absorptionsbande mit dem Maximum bei 


/637 mu und ist offenbar mit dem oben erwihnten, ebenfalls 


krystallin erhaltenen Cu-Salz identisch. Seine Analyse ergab Werte, 


‘fiir die bisher noch keine Theorie gefunden werden konnte. Inter- 


essant ist, daB von H. Fischer und H. Reinecke (S. 59, Anm. 2) 
ein anscheinend identisches Cu-Salz auf einem anderen Wege 


' erhalten worden ist. Charakteristisch fiir dieses Cu-Salz ist die 


Stabilitit gegen Salzsiure. Erst mit ziemlich konzentrierter Siiure 
erfolet Zersetzung, solange das Produkt in Chloroform gelést ist. 
Um aber bei der Eliminierung des Kupfers die vielleicht schid- 
liche EKinwirkung von so konzentrierter Salzsiiure zu vermeiden, 
wurde bei der Zersetzung folgender Kunstgriff angewandt. Das 
Glaukobilin- XIII, ¢-dimethylester-Cu-Salz wurde in wenig Chloro- 
form gelést. Dann wurde nach Zugabe von 2n-HCl so lange mit 
Methanol versetzt, bis eine Mischung beider Phasen erfolgte. 
Gleichzeitig damit trat Zersetzung ein. So gelang es nach Be- 
lieben, mit derselben Salzsiure, je nach den Bedingungen, Meso- 
bilipurpurin-Cu-Salz oder freien Mesobilipurpurin-dimethylester 
neben Glaukobilin zu erhalten. Der hierbei entstandene Meso- 
bilipurpurin-dimethylester erwies sich wieder nicht als .einheit- 
lich. Nach chromatographischer Aufarbeitung und fraktionierter 
\rystallisation konnte daraus ein in derben roten Rosetten krystalli- 
sierender Ixérper isoliert werden, der, auBer in der Krystallform, 
sich gleichartig verhielt wie der Mesobilipurpurin- XIII, a-di- 
methylester (622 mu). 

Wie in der Einleitung erwiihnt, sollte als Ziel dieser Arbeiten unter 
anderem auch die Ausarbeitung einer neuen Bestimmungsmethode des Bili- 
rubins angestrebt werden. Auf Grund der Versuche mit der Brom—Methanol- 

') Miinehner Med. Wsehr. 59, 2555 (1912). 

*) Blaue Kupfersalze wurden schon einmal friither von H. Fischer u. 
i. Adler [Diese Z. 210, 160 (1932)] erhalten, und zwar bei der Einwirkung 
von Sehweitzers Reagens auf Mesobilinrubin, sowie aus der blauen Stufe 
eines Atiomesobilirubins. 
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Reaktion ist eine titrimetrische Bilirubin-Bestimmung erwogen worden. Da; 
Prinzip der Methode beruht darauf, dali die Entstehung des Bilipurpurins 
sowie sein Verschwinden bei der Bilirubin-Oxydation spektroskopisech yer 
folgt wird, und zwar bei seinem durch die intensive Absorptionsbande aus 
gezeichneten Zink-Komplexsalz. Am besten gelingt die Bestimmung, wem 
an Stelle von Brom eine methanolische Jodlésung verwendet wird. Es wir 
so bis zum Verschwinden der Rotbande des gebildeten Bilipurpurins titriert, 
das heiBt bis zum Ubergang des Bilipurpurins in das Choletelin (Bilitelin), 
dessen Zinksalz von Jod kaum veriindert wird. Unter genau festgelegten 
Bedingungen konnten auf diesem Wege schon recht gute Werte mit Bili- 
rubin-Testlésungen erzielt werden. Die Versuche sind aber noch nicht ab 
cveschlossen. 

Wihrend dieser Untersuchungen erschien yon R. Lemberg und 
Wm. H. Lockwood!) die Beschreibung eines ,neuen Gallenfarbstofttyps*, 
des ,,Bilichrysins“. Es handelt sich dabei ebenfalls um ein Produkt der 
Gmelinschen Reaktion. Die kurzen Angaben im Referat dieser Arbeit in 
den Chemical Abstracts (im Original war uns die Abhandlung nicht zugiing 
lich) gestatten keine exakten Vergleiche mit den von uns _ erhaltenen 
Gmelin-Produkten. 


Herrn Dr. K. Biirger sprechen wir fiir die Ausfiihrung der Mikro- 
analysen, insbesondere der direkten Sauerstoff-Bestimmungen, unsern ver- 
bindlichsten Dank aus. 


Versuche 


Darstellung des Glaukobilin- XIII, «-dimethylesters bzw. des 
Mesobilirubin-XIII, «-dimethylesters. 3,2 ¢ Xanthobilirubinsiure-methy- 
ester (etwa 0,01 Mol) werden in ungefiihr 500 cem Eisessig gelést. Unter 
gutem Umriihren wird dann eine gesiittigte Lésung von 5,7 g¢ Bleitetraacetat 
(0,013 Mol) in Eisessig im Laufe von etwa 5—6 Stunden zugetropft. Die 
Lisung muB nach der Umsetzung eine griine bis blaugriine Farbe haben. 
Sollte schon vorher die Fiirbung zu stark nach Blau iibergehen, so muf das 
Zutropfen der Bleitetraacetat-Lésung schon vor Zugabe der Gesamtmenge 
unterbrochen werden. Nach weiterem kurzen Riihren wird die Lésung 
5/, Stunden auf dem siedenden Wasserbad erwiirmt. Die abgekiihlte Lésung 
wird mit 500 ecem Chloroform versetzt und mit Wasser eisessigfrei ge 
waschen. (Die Wasserausziige sind mit Chloroform nachzuwasehen.) Die 
durch Filtrieren getrocknete Chloroformlésung wird auf ein kleines Volumen 
eingeengt und in etwa 300 ecem heiben Eisessig gegeben, worauf unter 
Riihren mit einer Lésung von 2 g Ferrichlorid in etwas Eisessig versetzt 
wird. Nach '/,stiindigem Erwiirmen wird das Reaktionsgemisch einige 
Stunden stehen gelassen. Der auskrystallisierte Ferrobilin-XIII, «-dimethy! 
ester wird abgesaugt, mit Eisessig und schlieBlich mit Ather nachgewaschen. 
Ausbeute: 2,6—2,9 g. Der so erhaltene Ferrobilin-XIII, a-dimethylester wird 
in Chloroform eingetragen und dann mit 2n-Natronlauge geschiittelt. Die 
nunmehr blaue Chloroformlésung wird mit Wasser gewaschen, durch F'l- 
trieren getrocknet und eingeengt. Nach Verdriingen des Chloroforms durch 


') Chemical Abstracts 34, 2000 (1940), J. Proce. Roy. Soc. N.S. Wales 
74 (1939). 
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Methanol setzt die Krystallisation des Glaukobilin-XIII, «-dimethylesters ein. 
Nach dem Abnutschen des Krystallisates kann durch Einengen der Mutter. 
lauge noch ein weiterer Teil gewonnen werden. Gesamtausbeute: 1,9—2,1 ¢ 
= 60—66°/, der Theorie. Ausbeuteschwankungen sind abhiingig von der 
Qualitit des Bleitetraacetats. 

Will man Mesobilirubin-XIII, «-dimethylester erhalten, so versetzt man 
die nach der Bleitetraacetat-Oxydation angefallene Chloroformlésung mit 
Methanol und verdriingt das Cloroform durch Destillation. In die so 
erhaltene Suspension des Dimethylesters in Methanol wird Chlorwasserstoff- 
sjjure eingeleitet. Dabei erwiirmt sich die Mischung, der Niederschlag geht 
in Losung und fillt bald in Form von roten Nadeln als Mesobilirubin-XILII, e- 
dimethylester-dihydrochlorid (Schmelzp. 237° (korr.)| aus. Ausbeute stark 
schwankend): 0,8—1,2 ¢ = 23—35°/, der Theorie. Aus der Mutterlauge 


wird iiber das Ferrobilin der nebenbei entstandene Glaukobilin-XIII, «-di 
methylester gewonnen. 


Einwirkung von HNO,-HNO, auf Glaukobilin-XIII, «-dimethyl- 
ester; Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethylester (619 mu). 1 ¢ Glaukobilin- 
XIII, a-dimethylester in 500 cem Chloroform wird in 2 Ansiitzen jeweils mit 
einer Lésung von wenig Natriumnitrit in 30 cem 2n-Salpetersiiure im Scheide 
trichter bis zum Beginn der Violettphase der Gmelinschen Reaktion (im 
Tageslicht betrachtet) geschiittelt. Dann wird die Reaktion durch Zugabe 
von n-Natronlauge sofort unterbrochen. Die Farbe der Chloroformschicht 
schliigt dabei in Rotviolett um. Die wiibrige Schicht ist gelb gefiirbt. Die 
abgetrennte Chloroformlésung wird mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren 
vetrocknet und eingeengt. SchlieBlich wird das Chloroform durch Methanol 
verdriingt, aus dem beim Erkalten unveriinderter Glaukobilin- XIII, «- di- 
methylester auskrystallisiert. Nach Absaugen desselben wird das anfallende 
Filtrat mit Ather versetzt und mit Wasser methanolfrei gewaschen. Die 
durch Filtrieren getrocknete Atherlésung wird stark eingeengt und einen 
Tag zur Krystallisation stehen gelassen. Die gebildeten Krystalle werden 
abeenutseht (Filtrat * vgl. S. 70) und erneut in Chloroform gelést. Nach 
Verdriingen des Chloroforms mit Methanol und Einengen desselben auf 
kleines Volumen wird wieder einen Tag stehen gelassen, um die letzten 
Reste von Glaukobilin-XIII, «-dimethylester auskrystallisieren zu lassen. Das 
so erhaltene neue Filtrat wird wieder mit Ather versetzt und erneut mit 
Wasser vom Methanol befreit. Nach Trockenfiltrieren der Atherlésung 
und starkem Einengen krystallisieren nach etwa eintiigigem Stehen gut 
ausgebildete, oberflichlich messingglinzende und in der Durchsicht rote 
Prismen aus. 

Das Krystallisat ist rein, wenn seine Lésung in Methanol mit Zink- 
acetat keine Fluoreseenz zeigt. Schmelzp. 189° (korr., Mikroskop). Die Sub- 
stanz ist leicht léslich in Chloroform und Eisessig, schwerer in Methanol 
und wenig léslich in Ather. Die neutrale Lisung ist rotstichig violett, die 
saure Liésung ist blauviolett. 


Zur Analyse wurde mit Ather extrahiert. 


3,450, 4,706 mg Subst.: (bei 80° i. V. getr.): 8,010, 11,015 mg CO,, 1,810, 
“611 mg H,O. 1,380 mg, 4,630 mg Subst.: 0,139 (24°, 717 mm), 0,462 


22°, 717 mm) cem N. 1,123 mg Subst.: 3,233 mg AgJ. 
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C,5H,gO.N, = Cy5H.2O.N, -HO-NO (661,4) $A 
Ber. C 63,50 H_ 6,55 N 10,59 20CH, 9,38 F Ro 
Gef. ,, 63,32, 63,83 ,, 5,87, 6,21  ,, 10,92, 10,89  SBS8i., rat 


Zink-Komplexsalz: Mit alkoholischer Zinkacetatlésung zeigt dj 
beschriebene Substanz keine Fluorescenzerscheinung. Die entstehende bay 
Lésung besitzt eine Absorptionsbande bei max. 619 mu. Nach einige, 
Stehen tritt eine weitere Bande bei max. 670 mu auf. 

Bei Jodzusatz tritt sofort Rotfluorescenz auf. Gleichzeitig verschieh 
sich die Absorptionsbande nach Rot bis etwa 627 mu. 

Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethylester (622 mu). Das oben (S. 6) 
angefallene Filtrat *) wird auf ein sehr kleines Volumen eingeengt und 
einige Tage stehen gelassen. Es fiillt dabei eine kleine Menge roter ober 
flichlich messinggliinzender Krystalle an, die mit Zinkacetat unter Blav 
fiirbung der Lésung eine starke Rotfluorescenz zeigen. Bei einem dure! 
fraktionierte Krystallisation aus Ather erhaltenen Krystallisat resultieren 
(nach Extraktion mit Ather) rotbriiunliche messingglinzende Prismen von 
Schmelzp. 162—164°, die mit Zinkacetat Rotfluorescenz und eine Bande bei 


622 mu und eine schwiichere bei 572 mu zeigen. , 


1,131 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 9,760 mg CO,, 2,261 mg H,O. 
te) 2 ten) y 4 & 2 


1.470 mg Subst.: 0,345 eem N (23°, 723 mm). : % 

Gef. C 64,44 H 6,09 N 8,47. , » 

1 

D 

Bei einem entsprechenden Krystallisat eines anderen Versuchs wurden A 
briiunlichrote derbe Prismen vom Schmelzp. 166—168° (korr., Mikroskop) iit 

denselben optischen Eigenschaften des Zinksalzes erhalten. 

1,040 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,745 mg CO,, 2,260 mg H,0. 

1745 mg Subst.: 0,354 eem N (22°, 717 mm). . 6 

Entsprechend: C 65,79 H 6,26 N 8,14. ' 

Verseifung des Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethylesters (619 mu). 

Kinige Milligramm des Farbstoffs werden mit methylalkoholischem Kali kur J , 
erwiirmt. Nach erneutem Verestern mit HCl-Methanol wird wieder chro 

matographiert. Unter anderem bilden sich zwei violettrote Schichten, von & 

denen die eine nicht umgesetztes Produkt enthilt, wiihrend die andere mi! | 


Zinkacetat sofort Rotfluorescenz zeigt mit dem Maximum der Absorption 
bei 626 mu. 


Chromatogramm der Gmelin-Violett- und Rot-Stufe. a) 10 mg 
Glaukobilin-XII, «-dimethylester wurden in Chloroform gelést und mit 
2 n-nitrithaltiger Salpetersiiure bis zur Erreichung der Violettstufe geschiittellt, 
worauf durch Zugabe von Natronlauge unterbrochen wurde. Die mit Wasser 
geewaschene und eingeengte Chloroformlésung wurde an Aluminiumoxyd 
adsorbiert und mit Chloroform-Ather 2:1 entwickelt, wobei sich neben- 
stehendes Chromatogramm ausbildet (Fig. 1). Bei den oberen .Schichten 
war eine saubere Trennung nicht méglich. AuBberdem wurden Veriinderungen 
beobachtet. Mit Methanol eluiert, ergaben sich briiunlich-rotviolette Lo- 
sungen. Mit Zinkacetat zeigten Schicht I und Ii Griinfirbung und Kot- 
fluorescenz, Spektrum: I. 630, Il. 580 (sechwach) mu. Schicht III und IV 
ergaben Blaugriinfiirbung und nur sehr schwache Rotfluorescenz Spektrum: 
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Uber Bildung und Konstitution der Mesobilipurpurine usw. 
|, 620, If. 571 (sechwach) mu. Schicht VI zeigte mit Zinkacetat Blaufirbung, 
Rothuorescenz und Banden bei 621,5 sowie sechwach bei 572, nach Jod- 
zusatz: 518 und etwa 492 mu. 
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Fig. 2 
Fig. 1 

b) Wie oben, aber Fortsetzung der Reaktion bis zur Rotstufe der 
(;melinschen Probe (Fig. 2). 

Schicht I gab mit Zinkacetat schmutzige Rotfluorescenz und Bande 
bei 634 mu. Schicht II nur nndeutliche Fluorescenz und Bande bei 630 mu. 
Schicht III zeigte Rotfluorescenz unter Blaufiirbung der Lésung und Bande 
bei 620 mu, nach Jodzusatz Verschiebung der Bande nach Rot (626 mu) und 
Auftreten einer Bande bei 513 mu. (Schicht [IV vgl. oben VI). 

¢c) Wie oben, aber bei Verwendung verdiinnter HNO, (halbkonz.) unter 
Mortfihrung bis zur Gelbstufe (Rotgelbstufe). Beim Unterbrechen der 
Reaktion zeigte die wiibrige Phase starke Gelbfirbung. Im Chromatogramm 
ergaben sich nur sehr fest haftende braune bis gelbe Produkte. 

Einwirkung von Brom auf Glaukobilin-XIII, «-dimethylester in 
Gegenwart von Methylalkohol. — Mesobilipur purin-XIII, «-dimethyl- 
ester (627 mu). Zu einer Lésung von 184 mg Glaukobilin-XIII, «-dimethyl- 
ester in einer Mischung von Chloroform-—Methanol 10:1 werden unter Riihren 
15 eem einer frisch bereiteten Lésung von 3,2 mg Brom pro 1 ecem Chloro 
form langsam zugetropft. Sieben derartige Ansiitze (insgesamt 1,3 g Glauko- 
bilin-XIII, «-dimethylester) werden vereinigt und dann einige Male mit 
Wasser gewaschen. Die violette Chloroformlésung wird hierauf durch 
Filtrieren getrocknet und auf kleines Volumen eingeengt. SchlieBlich wird 
das Chloroform durch Methanol verdriingt. Nach dem Erkalten krystallisieren 
etwa 690 mg unveriinderter Glaukobilin-XIII, «-dimethylester aus. Nach 
Absaugen desselben wurde das nunmehr rotviolette methylalkoholische 
Miltrat auf ein sehr kleines Volumen gebracht. Nach einigem Stehen 
krystalliserten etwa 250 mg rote, kupfergliinzende Nadeln aus. Sie zeigen 
nach weiterer mehrmaliger Atherextraktion im Probe-Chromatogramm eine 
einheitliche Schicht. Schmelzpunkt: 219—220° (korr., Mikroskop). Die 
Lésung in neutralen Lésungsmitteln ist rot mit einem Stich ins Violette. 
In Siuren erfolet Umschlag der Farbe nach Violett. Die Substanz ist 
leicht léslich in Eisessig und Chloroform, schwerer in Methanol und Ather, 
sehr schwer in Petrolither. : 

Zur Analyse wurde zweimal mit Ather extrahiert. 
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3,402 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 8,189 mg CO,, 2,142 mg H,0O. 


4,333 mg Subst.: 0,326 ecm N (21°, 710 mm). — 


C 65,64 


a 


r¢ 


isOgNy 


(676,4) 


Ber. 
Gref, 


9 


65,65 


H 


O95 


3,131 mg Subst.: 4,408 mg Ag, 
7,15 N 8,28 {OCH, 18,3 
7,04 ~—,, 816 ‘ 


18,59, 


Zink-Komplexsalz: Mit Zinkacetat in alkoholischer Lisung zeig: 
Die Zinksalzlésung ist in der Durch 


die Substanz starke Rotfluorescenz. 


sicht sechwach blau gefirbt. Absorptionsmaxima: I. 627, IT. 576 (schwach) mu. 
Das Komplexsalz ist in Lésung haltbar. 


Mesobilipurpurin-XIII, « (627 mu). 


Der obige Dimethylester wird 


in Methanol gelést und unter Zusatz von methylalkoholischem Kali (wobei 
Blautirbung eintritt) einige Stunden stehen gelassen. 
form versetzt, mit 2n-H,SO, angesiiuert und mit Wasser gewaschen. 


Verdriingen 


des 


Chloroforms 


dur« 


h 


Methanol 


Dann wird mit C 


setzt Krystallisation 


hloro 
Bein 


Clin. 


Wenig charakteristische derbe, messinggliinzende, rote Krystalle mit dem 
Schmelzp. 187° (korr., Mikroskop). 


rotviolett, 
essig 


Petrolither. 


bei Anwesenheit 
und Chloroform, 


von 
schwer in Methanol. 


- 
ss: 


Die 
ture 


Losung in 


blauviolett, 


fast w 


neutralen Mitteln ist 
leicht loslich in Kis 
Wdéslich in Ather und 


Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und dieses mit Methanol 


verdriinet. 


1,078 mg Subst. (bei 80°i. V. 


3,236 mg Subst.: 0,260 eem N (24°, 714 mm). 


C,H,,0,N, 


(644,4) 


Ber. C 
Gef. 


$9 


64,78 
64,12 


H 


getr.): 9,587 mg CQ,, 2,212 mg H,O. 


5,696 mg Subst.: 4,388 mg Ag. 


N 


6.54 
6.07 


8,66 2 OCH, 
8,68 .« 


4 oy 


0,18. 


Gegen Zinkacetat verhilt sich die Substanz wie der Dimethylester. 
Hydrierung mit Natriumamalgam. Mesobilipurpurin-XIII, « (627 my) 
wird in 2n-NaOH gelést und mit Natriumamalgam bis zur Hellgelbfirbung 


geschiittelt. 


Dann wird angesiiuert und mit Chloroform ausgeschiittelt. 


Die 


Chloroformlésung wird eingeengt und in Petroliither gegeben (braune Flocken 


von Urobilin-XIII, a). 


sieren feine farblose Nidelchen aus. 
Schmelzpunkt, im Réhrehen bei etwa 200° Sinterung. Die Debye-Scherer 
Aufnahme ist identisch mit derjenigen von Mesobilirubinogen-XIII, «. 
Reaktion mit Dimethylaminobenz 
aldehyd positiv. Mit Zinkacetat und Jod tritt die Griinfluorescenz des Uro 
bilins mit der Bande bei max. 510 mw auf. 

Uberfiihrung des Hydrierungsproduktes in Glaukobilin-XIII, «. 


Das Hydrierungsprodukt wird in Methanol gelést und unter Zusatz von 


Methoxylbestimmung 


festem Eisen (II])-chlorid und einigen Tropfen 2! 


Wasserbad 


rotschillernden Niederschlages (Ferrobilin). 


erhitzt. 


ist 


negativ, 


Das Filtrat wird wiederum eingeengt. 


Dabei kry 
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Unter dem Mikroskop zeigen sie keinen 
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Nach einiger Zeit 


> 


Die 


»°/, iger Salzsiiure auf dem 


erfolet Abscheidung eines blauen 


Er wird 


mit Chloroform 


setzt, mit 2n-NaOH durchgeschiittelt und mit Wasser gewaschen. 
eingeengte Chloroformlésung wird chromatographiert. Neben einer rotvioletten 
und zwei weiteren schwach gefiirbten Schichten tritt eine rein blaué Schicht 


auf. 
wonnen. 


ver- 
Die 


Durch Elution mit Methanol wird Glaukobilin-XViI, a-dimethylester ge- 
Schmelzp. 249° (korr., Mikroskop). 


Einwirkung von Brom auf Glaukobilin-XIII, «-dimethylester bei 


Gegenwart von Wasser. Zu einer Lisung von 250mg Glaukobilin-XIII, a- 
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dimethylester in Chloroform in Gegenwart von etwas Wasser werden 
unter Riihren 30 cem einer frisch bereiteten Lésung von 3,2 mg Brom pro 
Kubikzentimeter Chloroform langsam zugetropft. Die aus fiinf derartigen 
Ansiitzen erhaltene blauviolette Loésung wird mit Wasser gewaschen. Hier- 
auf wird das Chloroform durch Methanol verdriingt. Es krystallisiert eine 
crdBere Menge (etwa 30°/, des angewandten) Glaukobilin-XIII, «-dimethyl- 
ester unveriindert aus. Das Filtrat wird mit Chloroform versetzt, mit Wasser 
methanolfrei gewaschen und durch Einengen zum Chromatographieren vor- 
bereitet. —- Chromatogramm vgl. Fig. 3. Die Schichten III—V trennen sich 
nur schwer, wobei ihre Lage von dem 
intwicklungsmittel abhiingt (im neben 
stehenden Fall Chloroform-Ather 1 : 1). VI. jh Co 
Kine Trennung der Ilauptmenge gelingt ° 
nur durch wiederholtes Chromatogra- TTT 
phieren. Die Elution erfolgt jeweils mit Ut l 

heiBem Methanol. Schicht IV besteht 





II violett 

























































































sus unumgesetztem Glaukobilin-XIJ, e- MTT) 
dimethylester. TAT lll rot 
Die Schicht I wird fiir sich mit PEELE 
Chloroform entwickelt, wobei in der [FLS=--==] Wy pian 
Hauptsache eine orangefarbene Schicht sicrstatarosaa? 
erhalten wird. Diese ergibt einen aus fH ttt $ V violettstichig rot 
Ather undeutlich krystallisierenden rét — 
lich-gelben Stoff, Schmelzp. 154° (korr., d 
Mikroskop). Mit Zinkacetat keine Fluores- Fig. 3 


cenz, bei Jodzusatz Hellgelbfirbung. Mit 

methylalkoholischem Kali tritt Rotbraunfiirbung und charakteristisches 
Spektrum auf: Zwei verwaschene Banden bei 528 und 489 mu sowie End 
absorption im Blau. 


Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethylester (630 mu). Aus Schicht I 
wird ein in gut ausgepriigten, unter dem Mikroskop  briiunlichvioletten 
Prismen (mit kupfrigem Oberfliichenglanz) krystallisierender Stoff erhalten. 
Schmelzp. 207° (korr., Mikroskop). Die Lésung ist prachtvoll rotviolett mit 
Dichroismus nach Blau, sauer ist sie violett. 

Zur Analyse wurde mit Ather extrahiert. 


3,552, 3,476 mg Subst. (bei 70°1. V. getr.): 8,486, 8,380 mg CO,, 2,202, 


2124 me H.O. -— 4,406 me Subst.: 4,797 mg AgJ. — 4,381, 5,327 me Subst.: 
> 2 ? Q tan) z tm) 

0343 (22° 720 mm), 0,399 (20°, 719 mm) ecm N. — 2,993 mg Subst.: 
, g 


0.671 mg H,O. 
C,,H,,O,N, (662,4) Ber. € 65,22 H7,00 N846 019,32 30CH, 14,03 
Gef. ,, 65,16 ,, 6,94 ,, 858 ,, 19,90 ‘i 14,38 
, 65,76 ,, 6,84 ,, 8,26 


Zink-Komplexsalz. Mit Zinkacetat in alkoholischer Lésung tritt 
Slaufiirbung und Rotfluorescenz auf, Spektrum: I. 630, II. 579 (sechwach) mp. 


Natriumamalgam -Reduktion und Uberfihrung in Glauko- 
bilin-XIIJ, «-dimethylester. Die Substanz wird in Methanol gelést und 
dann wie S. 72 beschrieben weiterbehandelt. Es kann dann wie beim 


Mesobilipurpurin (627 mu) Glaukobilin-XIITI, «-dimethylester isoliert werden, 


ai 6 
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Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethylester (622 mu). Aus Schicht }]) I 
wird eine hauptsichlich in hellroten violettstichigen, an der Oberfliche & 
messingglinzenden Bliittchen krystallisierende Substanz erhalten. Schmelzp, 


: ; agen zw 
der Blittchen 143° unter dem Mikroskop, bei erneutem Erhitzen der z, T. St 
rekrystallisierten Schmelze erfolgte im vorliegenden Falle die Verfliissigung = 


bei 168° (korr.). (Vgl. Bemerkung im theoretischen Teil der Arbeit, 8.56) H ,.:. 
In neutraler Lésung ist der Farbstoff orangerot, in saurer Lésung rotviolett 
Zur Analyse wurde mit Ather extrahiert. 


1,200 mg Subst. (bei 50° i. HV. getr.): 10,210 mg CO,, 2,390 mg H,0. 


3, 188 mg Subst.: 0,296 eem N (24°, 719 mm). — 4,511 mg Subst. : 0,989 mg H, QO, ge 
3,893 mg Subst.: 3,477 mg AgJ. — 4,643 mg Subst. (bei 70° i. V. eetr,): Saw 
11,337 mg CO,, 2,653 mg H,O. — 3,865 mg Subst: 0,291 eem N (23°, 725 mm). Ss Rp; 
1,071 mg Subst.: 4,084 mg Aas . 
Gef. C 66,30 H637 01946 N 826 OCH, 11,80 fbi 
66,59 »» Gov » 9,28 r OK 
Zink-Komplexsalz ist in seinem Verhalten identisch mit dem S. 7 ‘ 
beschriebenen Zinksalz des Mesobilipurpurins (622 mu). Es ist ebenfalls 4 
unbestiindig 7 
Durch Natrium-Amalgam-Keduktion wird der Mesobilipurpurin. ‘ 
XIU, «-dimethylester (622 mu) in Mesobilirubinogen-XIII, & iibergefiihrt. ' 
Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethylester (626 mu). Aus Schicht V s 


werden schéne derbe rote Prismen erhalten, die im polarisierten Licht 
prachtvoll rubinrot durehscheinen. Schmelzp. 185° (korr., Mikroskop). Die b 
Lésung ist violettstichig rot, sauer violett. In allen Lésungsmitteln (auber & 
Petrolither) spielend und selbst in Ather leicht lislich. 

Zur Analyse wurde mit Ather extrahiert. 


4,568 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,056 mg CO,, 2,851 mg H,0. 
3,761 mg Subst.: 2,864 mg AgJ. 


Gef. C 66,00 H6,98 OCH, 10,06. 


Zink-Komplexsalz. Mit Zinkacetat tritt Blaufiirbung und Rot 
fluorescenz auf, Spektrum: Maxima I. 626,5, Ii 575 (schwach) mu. Das 
Komplexsalz ist bestiindig im Gegensatz zu dem oben genannten. 

Als Nebenprodukt wurde aus Schicht V bei einem anderen Ver 
such noch ein weiterer Farbstoff in sehr geringer Menge krystallisiert er- 
halten. Derbe spindelférmige rote Krystalle vom Schmelzp. 174° (korr., 
Mikroskop), mit Zinkacetat schwache Blaufirbung, Rotfluorescenz und Banden 
bei 621,5 und (sechwach) bei 569 mu. 


Einwirkung von Brom auf Glaukobilin-XIII, «-dimethylester in 
Eisessig. 250 mg Glankobilin-XIII, «-dimethylester werden in 50 eem Eis- 
essig gelést und langsam mit einer Lésung von 80 mg Brom in 10 cem 
Eisessig versetzt. Gegen SchluB der Reaktion fallen blaugriine Nidelchen 
aus. Sie werden aus KEisessig umkrystallisiert. In Lésung sind, sie blau- 
griin und verhalten sich gegen Zinkacetat—Jod, wie Glavkobilin. Schmelzp. 200° 
(korr., Mikroskop). Die violette Mutterlauge wird mit Chloroform versetzt 
und eisessigfrei gewaschen. Ein Probechromatogramm zeigt nebenstehendes 
Bild (Fig. 4). Schicht II ist anfangs mehr violett, wird aber allmiihlich 
mehr briiunlich. Mit Methanol eluiert, zeigt sie mit Zinkacetat Griinfirbung, 
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Rotfluorescenz und eine Bande bei etwa 628 mu. Schicht LV fluoresciert 
mit Zinkacetat ebenfalls rot und zeigt dann eine Bande bei 623 mu. Die 
zuniichst schén violettrote Liésung dieses 


Stoffes schligt im Laufe eines Tages nach 


j ic@h-vi » Crys igé > ’ ’ Y J (oop 
britunlich violett um. Krystallisate wurden Wf: Toe 
hisher nicht erhalten. SLUM LL, 
































Einwirkung von Brom aufGlauko- 94-4 sr: praunviolett 
bilin- XITI, «-dimethylester in Gegen- — 
wart von Pyridin. 250 mg Glauko- FE=====3 gy pau 
hilin-X IL, «-dimethylester werden in 50 c¢em Rennie 
wasserfreiem Pyridin gelést und unter + TTT 
Riihren mit 25 eem einer Bromlésung (ent- HHH IV rotviolett 





























sprechend 1,25 Mol Brom pro Mol Glauko- 
hilinester) versetzt. Dabei tritt iiber Violett , 
nig tee ae ssn VL )©=«N«CNeligel 
Rotfiirbung ein. Die Lésung wird in Chloro- 
form gegeben und mit Wasser gewaschen, 
worauf sie miBfarben erscheint. Die Chloro- Fig. 4 
formlésung wird eingeengt und an Alu- 
miniumoxyd adsorbiert. Nach Entwickeln mit Chloroform-Ather 1:2 bilden 
sich zwei Schichten aus: eine festhaftende braune und eine schwach adsor- 
bierte violette. Nach erneuter chromatographischer Reinigung der unteren 
Schicht wird aus dieser ein in derben roten Bliittchen mit kupfrigem Ober- 
(iichenglanz krystallisierender Farbstoff erhalten. Schmelzpunkt ungenau 
bei 160° (Mikroskop) unter Zersetzung. 

Zur Analyse wurde mit Ather extrahiert. 

3,980 mg Subst. (bei 60°1. V. getr.): 9,072 mg CO,, 2,624 mg H,O. - 
004 mg Subst.: 0,285 cem N (22°, 725 mm). — 3,438 mg Subst.: 2,727 mg AgJ. 

Entsprechend: C 62,7 H 7,38 N 10,46 OCH, 10,48. 











Mit Zinkacetat Griinfiirbung ohne charakteristischen Befund. Es ist ein 
ichter Ubergang in fluorescierende Farbstoffe zu beobachten; u. a. auch 
bei Jodzusatz, wobei eine schwache Bande bei 624 mu auftritt. 


Kupfer (II)-Komplexsalz des Glaukobilin-XIII, «-dimethylesters. 
100 mg Glaukobilin-XIII, «-dimethylester werden in wenig Chloroform ge- 
list und mit 67 mg Kupfer ([D-acetat in Methanol versetzt. Es tritt Um- 
schlag der blauen Farbe nach Gelb ein, worauf das Kupfersalz aus- 
krystallisiert. Ausbeute iiber 100 mg. Die Krystalle bilden gut ausgepriigte 
Rhomben die in der Durechsicht unter dem Mikroskop gelb, duBerlich ge- 
ehen, jedoch fast schwarz erscheinen und einen charakteristischen Ober- 
fliichenglanz aufweisen. Bis 300° kein Schmelzpunkt. 

Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und in Methanol itiber- 
cefiihrt. 

3,680 mg Subst. (bei 60°1. V. getr.): 8,361 mg CO,, 1,840 mg H,O, 
0,440 mg CuO. — 4,124 mg Subst.: 0,304 cem N (23°, 719 mm). 3,968 mg 
Subst.: 2,859 mg AgJ. 

C,;H,,.0,N,Cu (675,9) Ber. C 62,14 H5,96 N 8,29 Cu9,41 20CH; 9,18 
y » See VS , B04 ,, 9,5 » 9,52. 


Kupfer (II)-Komplexsalz eines Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethyl- 


esters. a) 100 me Glaukobilin-XIII, «-dimethylester-Kupfersalz werden in 
, I 
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Chloroform gelést und mit Kupfer(II)-acetat auf dem Wasserbad 30 Min. 
unter Luftzutritt erhitzt. Dabei tritt Griinfiirbung ein. Hierauf wird yi 
Wasser gewaschen und an Aluminiumoxyd adsorbiert. Entwickelt wird das 
Chromatogramm (Fig. 5) mit Chloroform-Ather 1:1. Sehicht IV enthuilt 
Ausgangsmaterial. Aus Schicht II konnte kein Krystallisat erhalten werden, 
Sehicht II ergab ein in schénen derben blauen Nadeln krystallisierendes 
Kupfersalz. 

b) 100 mg Glaukobilin-XIII, a-dimethylester-Kupfersalz, in Chloroform 
gelést, werden mit 2n-HCl durchgeschiittelt, wobei Griinfirbung  eintritt, 
Hierauf wird mit Wasser wieder neutral gewaschen und das Chloroform 
durch Methanol verdringt. Das so erhaltene blaue Krystallisat wird in 
























































I heidi iin  Souaneerreraere 
Ske ebro It blau FE See : blau | 
Seg Iti blau ae blau 11 
MMi hhh hl IV graugelb = UAVITI TET graugelb 
Fig. 5 Fig. 6 


Chloroform gelést, an Aluminiumoxyd adsorbiert und mit Chloroform ent- 
wickelt (vgl. Fig. 6). Neben etwas Ausgangsmaterial (graugelb) ergeben 
sich zwei blaue Sehiechten, die nur sehr schwierig voneinander zu trennen 
sind. Die blaue Schicht II stellt Glaukobilin-ester dar. Schicht I ergibt eine 
offenbar mit dem unter a) beschriebenen Kupfersalz identische Substanz. 
Sie hat folgendes Spektrum: I. 637, I. 583 (schwach) mu. Kein Schmelzpunkt. 

Zur Analyse wurde in Chloroform gelést und in Methanol iiberfiihrt. 


4,410 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,600 mg CO,, 2,340 mg H,0, 


0,400 mg CuO. — 2,994 mg Subst.: 2,769 mg AgJ. 
Entsprechend: C 59,37 H 5,94 Cu 7,25 OCH, 12,22 
H. Fischer u. Reinecke (vgl. 8.67): ,, 59,29 ,, 6,09 ,, 7,42 . 2a 


Bei der Zersetzung mit Salzsiiure geben obige Kupfersalze rote, mit 
Zinkacetat rotfluorescierende Kérper, also Mesobilipurpurine. 

Zersetzung von Glaukobilin- XIII, «-dimethylester-Kupfersalz mit 
Salzsaure. Mesobilipurpurin-XIII, «-dimethylester (€22 mu). 200 mg 
Glaukobilin-XII1, «-dimethylester-Kupfersalz, in wenig Chloroform geldst, 
werden mit 2n-HCl und so viel Methanol versetzt, dab Phasenmischung ein- 
tritt. Nach kurzem Schiitteln erfolgt Umschlag der Farbe nach Blauviolett, 
worauf mit Chloroform versetzt und mit Wasser neutral gewaschen wird. 
Durch kombinierte chromographische Trennung und fraktionierte Krystalli- 
sation wird (in miiBiger Ausbeute) ein in derben roten Rosetten krystalli- 
sierender Kérper erhalten. Die neutrale Loésung ist rotgelb, die saure 
violett gefiirbt. Mit Zinkacetat erfolgt Blaufiirbung und Rotfluorescenz mit 
einer Absorptionsbande bei max. 622 mu. Schmelzp. 146° (korr., Mikroskop), 
bei 140° werden die yorher mattroten Krystalle kriiftig rot. 

Dehydrierung von Mesobilirubin-XIII, «-dimethylester mittels 
Platinmohr. 5 mg Mesobilirubin-XILI, «-dimethylester werden in Eisessig 
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BO Min, velést und mit Platinschwarz versetzt. a) Bei Anwesenheit von Luft: Es 
ird mit tritt nach kurzer Zeit Griinfiirbung ein. Im Laufe einiger Tage werden 
ird das die Farben Blau, Violett und Rot durehlaufen (durch Schiitteln wird die 
enthiilt Reaktion beschleunigt). Ein Blindversuch ergibt in derselben Zeit nur 
yenden, leichte Griinfirbung. Die Violettphase gibt rot fluorescierende Zinksalze 


-rendes . cats i 
si mit dem charakteristischen Purpurinspektrum. 


b) Unter Luftabschlu8 tritt in einiger Zeit Griin- bis Griinblaufirbung 


rotorm auf, worauf die Reaktion zum Stillstand kommt. 
‘Lntritt. Analoge Versuche wurden mit Bilirubinester durchgefiihrt. 
rofori e) 5 mg Glaukobilin-XIII, «-dimethylester werden mit Platinoxyd als 
ee in Katalysator in Eisessig hydriert. Nach Aufnahme von etwas iiber 1 Mol H, 
tritt Gelbfiirbung ein. Beim Schiitteln der so erhaltenen Lésung an der 
Luft wird in kurzer Zeit das Farbspiel der Gmelinschen Reaktion durch 
schritten. 
2-Brom-3-methyl-5-formylpyrrol-4-propionsaure. 3 ¢ 3-Methyl- 
\-formy]l-2-earboxypyrrol-4-propionsiure werden mit 4 ccm Eisessig verrieben 
und unter Riihren und Erwiirmen auf 60—70° mit 1 cem Brom tropfenweise 
versetzt. Nach einer Stunde wird abgesaugt und mit etwas Kisessig, dann 
mit Wasser zur Entfernung von Bromwasserstoffsiiure gewaschen. Aus 
Benzol umkrystallisiert, erhilt man groBe farnihnliche (wohl benzolhaltige) 
Krystalle. Léslich in Kisessig, Methanol und Ather, schwer in Chloroform, 
 ent- Wasser und Benzol. Schmelzp. 162° (unkorr.). 
reben Zur Analyse wurde zweimal mit Benzol extrahiert. 
nnen 3,809 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 5,613 mg CO,, 1,165 mg H,0. 
eine 3,849 mg Subst: 0,203 cem N (23°, 705 mm). — 2,569 mg Subst.: 1,04 cem 
itanz. n/100-AgNQs. 
unkt. & C,H,,O,NBr (260) Ber. C€ 41,54 H 3,88 N 5,39 Br 30,74 
tihrt. Gef. ,, 40,19 yy) 42 5» 0,04 9 Da_oO 
HO, & 1’ -Oxy-6' - brom-1, 3, 6-trimethyl-2-athy]l-tripyrro - dien (2’,«, 4’,)- 
4 5-dipropionsauredimethylester. 300 mg 2-Brom-3-methyl-5-formyl- 
2 99 pyrrol-4-propionsiure werden mit 330mg Neoxanthobilirubinsiure in Methanol 
2]. aufgeschlimmt und unter Zusatz von 1 eem 48°/,iger Bromwasserstoffsiure 
wine durch Erhitzen auf dem Wasserbad kondensiert. Das violette Reaktions- 
vemisch wird in Chloroform gegeben und mit Wasser siiurefrei gewaschen, 
worauf die Lésung eingeengt und das Chloroform durch Methanol ersetzt 
mit @ wird. Beim Abkiiblen erfolgt Krystallisation von gut ausgepriigten, derben 
meg violetten Prismen mit kupfrigem Oberfliichenglanz. Ausbeute 390 mg (reinst): 
Ost, Schmelzp. 195° (korr., Mikroskop). Léslich in Chloroform und in Ather. 
ein- Die Lésungen sind rotviolett, sauer sind sie blauviolett 
ett, & Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und dieses durch Methanol 
ird. (F  verdriingt. 
uli; § 4,213 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,050 mg CO,, 2,120 mg H,O. 
lli- FH 3150 mg Subst.: 0,213 eem N (21°, 708 mm). 7,140 mg Subst.: 2,344 mg 
~e AgBr. 3,302 mg Subst.: 2,946 mg AgJ. 
won C,,H,,0;N,Br (558) 
Ps Ber. C 58,05 H5,78 N7,52 Br 14,32 2 OCH, 11,11 
Gef. ,, 58,59 » 0,63 i ee » ioae - 11,79. 
‘Is Zink-Komplexsalz. Mit Zinkacetat zeigt die Substanz Rottluorescenz, 


1g wihrend die Lésung blau gefiarbt ist. Spektrum: I. 622; I. 571 (sehwach) mu. 
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1,6’ - Dioxy-l, 3, 6-trimethyl-2-athyl-tripyrro-dien (2’, «, 4’, )-4,5-di- 
propionsauredimethylester. 120 mg obigen Bromkérpers werden ii 
etwa 40 mg Kaliumacetat in L[isessig 5 Min. zum Sieden gebracht Dic 
violette Farbe der Lésung geht dabei iiber Braun in Gelb iiber. Da: 
Reaktionsgemisech wird in Ather gegeben und mit Wasser eisessigtfrei 
waschen. Die itherische Lésung wird auf ein kleines Volumen gebrachit 
worauf bald zu Rosetten verwachsene feine gelbrote Niidelchen auskrystalli 
sieren. Nach dem Umkrystallisieren ist die Farbe ihrer Lésung fast rein gelb. 
Schmelzp. 153—154° (korr., Mikroskop). Im mit Chloroform—Ather entwicke! 
ten Al,O,-Chromatogramm sitzt die Substanz als apfelsinenfarbene Schichi 
am oberen Ende der Siule, mit Methanol liBt sie sich leicht eluieren. So 
gereinigt zeigt sie keine Fluorescenz mit Zinkacetat und nur eine leichte 
Beschattung im Rot. Jodzusatz bewirkt Aufhellung der Farbe. Mit Siiuren ist 
kaum ein Farbumschlag zu beobachten. In methylalkoholischem Kali erfolgt Rot 
fiirbung, wobei zwei verwaschene Banden bei max. 528 und bei 489 mu auftreten 

Zur Analyse wurde zweimal mit Ather extrahiert. 

3,582 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 8,520 mg CO,, 1,975 mg H,0. 
3,091 mg Subst.: 0,246 cem N (27°, 705 mm). — 3,740 mg Subst.: 3,521 mg AgJ. 
C,,H,,0,N, (495,3) Ber. C 65,42 H6,71 N8 48 20CH, 1252 

Gef. 64,87 a ane 5, 9,40 és 12,44, 

Lislichkeit: in fast allen Mitteln leicht léslich, etwas schwerer in Ather. 
Mit dem 8. 73 beschriebenen orangefarbenen Gmelin-Produkt (Schmelz- 
punkt 154°) trat im Mischschmelzpunkt eine Depression von 10° auf. 


Mesocholetelin-XIII, «-dimethylester (515 mu). 340 mg Mesobili 
purpurin-XITI, «-dimethylester (627 mu) werden mit trocknem Chloroform gelist 
und mit einer Lésung von 1/,, cem Brom in 30 ¢em Chloroform tropfenweise 
versetzt. Die hellrote Lésung wird mit Wasser gewaschen und eingeengt. 
Dann wird das Chloroform durch Methanol verdriingt. Die so erhaltene Lésung 
wird in Ather gegeben, mit Wasser methanolfrei gewaschen und wiederum ein 
geengt. Nach einigem Stehen tritt Krystallisation von unveriindertem Ausgangs- 
material ein (etwa 80mg im vorliegenden Versuch). Hierauf wird an Aluminium 
oxyd adsorbiert. Beim Entwickeln des Chromatogramms mit Chloroform wird 
neben einer roten (Ausgangsmaterial) eine an Al,O, fester haftende gelbe 
Schicht erhalten. Diese Schicht liefert nach Elution den Mesoscholetelin 
XIII, «-dimethylester (515 mu), und zwar aus Ather—Petroliither 1:1 in gut 
ausgepriigten derben gelben Prismen. Schmelzp. 178—180° (korr., Mikroskop). 
In allen untersuchten Lésungsmitteln aufer Petroliither leicht léslich. Die 
Lésung ist gelb, sauer orangefarben. 

Zur Analyse wurde aus Ather—Petroliither 1:1 umkrystallisiert bzw. 
extrahiert. 

1,070 mg Subst. (bei 60°1. V. getr.): 9,451 mg CO,, 2,655 mg H,0. 
3,929 mg Subst.: 0,273 eem N (21°, 713 mm). — 3,522 mg Subst.: 6,584 mg Agu. 
Cy5H;.0,.N, (738,5) Ber. C 63,37 H 7,37 N 7,59 6GOCH, 25,21 

Ger, ,, 63,33 » tw » tye ‘ 24,70. 

Hydrierung mit Natriumamalgam und Uberfiihrung in Glauko 
bilin-XIII, «-dimethylester. Die Substanz wird, wie S. 72 beschrieben, 
iiber das Mesobilirubinogen-XITI, & in Glaukobilin-XTII, «-dimethylester iiber- 
vefiihrt, Schmelzp. 248° (korr.). 
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Uber d-Peptidase im Serum 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz, Rudolf Hatschek und Rudolf Hausmann 


Mit 3 Figuren auf Tafel I 
(Aus dem Chemischen Institut der Deutschen Karls-Universitit in Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1940) 


Das Auftreten von d-Peptidase im Serum bei Carcinom haben 
wir in zwei vorliufigen Mitteilungen') beschrieben und als eine 


| Abwehrreaktion gedeutet; denn es gelang im Serum gesunder 
' Tiere nach intravendser Injektion von racemischem Peptid diese 


neuartige Enzymwirkung hervorzurufen. Die grundlegende Beob- 


achtung, der Nachweis von d-Peptidase im Serum Carcinomatiser, 
von H. Bayerle und F. H. Podloucky?’) zuniichst bestritten, ist 
inzwischen durch eine Reihe von Forschern bestitigt worden’). 
Unklarheiten bestehen noch iiber die RegelmiBigkeit der Er- 
scheinung, tiber ihre Spezifitiit. Wihrend sich beispielsweise den 
Befunden yon H. v. Euler und B. Skarzynski’), allerdings an 
einer geringeren Anzahl von Fillen, noch keine geniigende Spezifitat 
entnehmen liBt, fanden KE. Abderhalden und R. Abderhalden’) 
ein Auftreten von d-Peptidase nur im Serum Carcinomatéser, auch 
im Harn**), aber nur bei einem kleinen Teil der untersuchten 
Fille. Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse hat man aber, wie 
auch hervorgehoben®*), zu beriicksichtigen, daB das Verfahren zum 
Nachweis der d-Peptidasewirkung, die Bestimmung des Aziditits- 
zuwachses in alkoholischer Lisung, noch mit groBen Fehlerquellen 
belastet war. 


!) Diese Z. 262, IV (1939); 263, I (1940). 
*) Diese Z. 264, 189 (1940); vgl. dazu E. Waldsehmidt-Leitz u. 
Rk. Hatsehek, Diese Z. 264, 196 (1940). 
5) H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 264, 251 (1940): H. v. Euler 
u.B. SkarZyfiski, Diese Z. 265, 133 (1940); E. Abderhalden u. R. Ab- 
derhalden, Diese Z. 265, 253 (1940). 
*a) Diesen Befund konnten wir bisher noch nicht bestiitigen. 
*) Vel. H. v. Euler u. B. SkarZzyiski, a. a, O., und zwar 5. 142. 
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Wir beschreiben in dieser Mitteilung ein empfindliches Ver. 
fahren zur Erfassung der d-Peptidasewirkung: als Substrat dient 
d-Leucyl-diglycin, es wird also Aminopolypeptidase gemessen, deren 
Menge an sich im Serum viel bedeutender ist als die von Dipeptidase: 
die Spaltung wird bestimmt durch kolorimetrische Messung de, 
freigelegten Glycyl-glycins, bzw. Glykokolls auf Grund der fir 
amino-endstiandiges Glykokoll spezifischen Farbreaktion mit o-Phtal. 
dialdehyd nach W. Zimmermann’). Die Treffsicherheit des Ver. 
fahrens JaBt sich an Hand der nachstehenden Zusammenstellung 
der Ergebnisse an 100 verschiedenen Seren, darunter 59 carcino. 
matésen, beurteilen; wir finden die Reaktion, von einigen noch 
zu klirenden Ausnahmen abgesehen, spezifisch. 














| D 

1 5x lek avon y . 

Gepriift a Negatiy 

I positiv gat 
Carocinomatése Seren ......... 59 54 5 
darunter klinisch fraglich. . . . . 4 3 
Nichtearcinomatése Seren. .... . : 4] 8 33 
darunter pgravide. ....... 5 a 3 3 ) 


Unter den Ausnahmen ist der positive Austfall der Reaktion 
in Fallen von Schwangerschaft besonders bemerkenswert; Schwanger- 
schaft wie Carcinom rufen offenbar eine ihnliche Abwehrreaktion 
gegen das Kindringen sterisch fremder Kiweifabbauprodukte hervor. 
Mit dieser Mitteilung unserer Ergebnisse soll indessen noch kein 
Urteil iiber die Brauchbarkeit der ,,d-Peptidasereaktion“ fiir 
diagnostische Zwecke gegeben werden; es wird eines viel umfang- 
reicheren Materials bediirfen, um diese Frage zu kliren. 

Das Auftreten von d-Peptidase im Serum, das wir auch in 
Tierversuch, bei Ratten mit Walker-Carcinom, wenn auch nicht 
immer, beobachten konnten®), laBt sich, wie friiher mitgeteilt, 
kiinstlich hervorrufen. Wir beobachteten es nach der intravenésen 
Injektion von Peptiden oder Peptidestern, die eine der d-Reihe 
angehérige Aminosiure enthalten, beispielsweise von d,l-Glutaminy]- 
glycin, d,l-Leucyl-glycin oder d-Leucyl-diglycin, nicht dagegen von 
Glycyl-glycin und auch nicht, oder nur voriibergehend, nach der 
Injektion einer d-Aminosiure. Versuche an Ratten und Kaninchen, 
die wir im Versuchsteil wiedergeben, belegen dies. Diese Ab- 


*) Diese Z. 189, 4 (1930). 
6) Vel. H. Herken u. H. Erxleben, a.a,O. und zwar S. 252; vel. 
dagegen H. v. Euler u. B. Skarzytski, a. a. O. und zwar S. 138 ff. 
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webrreaktion, wie wir sie deuten, erscheint also weitgehend spezifisch 
an das Vorhandensein eines d-Peptids gebunden. 

Auch beim Menschen finden wir, wie wir hier nicht eigens 
belegen, nach mehrmaliger intravenéser Injektion von racemi- 
schem Peptid d-Peptidase im Serum. Auch hier erscheint 
ihr Auftreten als eine Abwehrreaktion. Diese Feststellung legt 
den Versuch nahe, eine Steigerung der Abwehrkrifte im 
carcinombefallenen Organismus durch Injektion von d-Pep- 
tiden, bzw. von racemischen Peptiden zu erreichen. Versuche in 
dieser Richtung sind in gréferer Anzahl im Gange. Eine grund- 
sitzliche Stellungnahme zu der Frage nach der therapeutischen 
Wirkung solcher Injektionen ist indessen noch nicht mdglich. 
Hier sei vorerst nur mitgeteilt, daf die intravenése Injektion beim 
Menschen ohne stérende Nebenwirkungen verliiuft und daB bisher 
bei einer Reihe von Patienten, vor allem in vorgeschrittenen 
Stadien der Tumorentwicklung, unter dem Hinflu8 der Behandlung 
eine auffallende Besserung des Allgemeinzustandes beobachtet 
werden konnte‘*). 

In mehreren Versuchsreihen hat es sich weiterhin bestiitigt, 
daB es, wie KE. Waldschmidt-Leitz, K. Mayer und R. Hatschek 
friiher beschrieben haben, gelingt, die carcinogene Wirkung der Benz- 
pyrenpinselung bei Mausen durch Injektion racemischer Peptide 
hintanzuhalten. Hierfiir teilen wir im Versuchsteil weitere Belege 
mit, die auch durch Abbildungen veranschaulicht werden. Be- 
merkenswerterweise scheint zufolge der Sektionsbefunde unter der 
Wirkung der Peptidinjektionen, vor allem auch bei normalen Tieren, 
eine Reizung des reticulo-endothelialen Systems zu erfolgen, welches 


ja allgemein zur Carcinomabwehr in Beziehung gebracht wird. 


Wir haben festgestellt, daB unter der Wirkung der Injektion 
racemischer Peptide in carcinombefallenen Organismen, mensch- 
lichen wie tierischen, entgegen dem Verhalten nichtcarcinomatiser die 


’) Vel. dazu die linger zuriickliegenden Beobachtungen iiber die Wirkung 
des Abderhaldenschen Krebsserums von H. Kohlhardt, Fermentforsch. 1, 
“6 (1914). 

Herr Dr. H. Karpisek, leitender Arzt des Krankenhauses der Barm- 
herzigen Schwestern in Prag, war so freundlich, die ersten Versuche an einer 
Patientin fiir uns auszufiihren, iiber die er das folgende Attest zur Verfiigung 
stellte: ,,.I[ch bestitige, daB die Injektionen von Leueylglycin bei einer 
Patientin neunmal intravenés verabreicht wurden. Die Injektionen wurden 
gut und ohne jede Reaktion vertragen. Sie listen ein Gefiihl der Besserung 
aus. Objektiv erscheint der Allgemeinzustand gebessert, der Tumor selbst — 
Reetumearcinom — blieb bisher unbeeinflubt'. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 267 6 
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zuvor positive Reaktion auf d-Peptidase verschwindet. Dieses 
unerwartete Verhalten, fiir das wir im Versuchsteil zwei Belege an. 
fiihren, ist bisher bei menschlichen Patienten durchwegs und auch 
bei Ratten mit Walker-Carcinom beobachtet worden. Eine biindize 
Erklarung fiir diese Erscheinung lait sich noch nicht geben, sie 
scheint dem beobachteten therapeutischen Effekt der Injektionen 
zu widersprechen. EKingehendere systematische Versuche, die wir 
in Angriff genommen haben, sollen die Frage kliren, welcher Art 
die Wechselwirkung zwischen d-Peptid und d-Peptidasebildung in 
den carcinomatésen und in den nichtcarcinomatésen Organismen ist, 


Versuche 


1. Nachweis von d-Peptidase in menschlichen Seren. Den Nach. 
weis der Spaltung von d-Leucyl-glycyl-glycin fihrten wir kolori- 
metrisch mit Hilfe der empfindlichen Farbreaktion mit o-Phthal- 
dialdehyd nach W. Zimmermann®), welche das Auftreten von 
freiem oder von amino-endstindigem Glykokoll zu erfassen erlaubt, 
Kontrollversuche der Bestimmung des Zuwachses an freien Amino- 
gruppen nach van Slyke ergaben stets gleichsinnige und meist 
iibereinstimmende Werte fiir die Spaltung. Die kolorimetrische 
Methode ist an Empfindlichkeit iiberlegen (Fehler + 0,5°/, gegen- 
itiber + 2,5°/, nach van Slyke); das MaB der eingetretenen Spal- 
tung des Peptids ermittelten wir auf Grund einer Eichkurve, 
welche mit Lésungen von Leucyl-glycyl-glycin einerseits, von 
Leucin + Glycyl-glycin anderseits in entsprechendem Mischungs- 
verhaltnis gewonnen war (unter Anwendung der nachstehend an- 
gefiihrten Bedingungen und Konzentrationen und Zugabe von 
Serum wie dort). 


Ansatz fiir die Hauptanalyse: 1,0 cem Serum + 1,0 cem einer Lésnng von 
0,124 g d-Leucyl-glycyl-glycin in 10 cem m/15-Veronalpuffer; p,,; = 7,8, 38°; 

Ansatz fiir die Kontrollanalyse: 1,0 cem Serum + 1,0 cem m/15-Veronal- 
puffer; py = 7,8, 38°. 

Nach 24 Stunden wurde zur Hauptanalyse noch 1,0 cem m/15-Veronal- 
puffer, zur Kontrollanalyse 1,0 ecm der Peptidlésung in Puffer zugefiigt, mit 
4,0 eem 10°/,iger Sulfosalicylsiure enteiweiBt und filtriert (Filter Nr. 575 
von Schleicher und Schill). 

3,0 cem des Filtrats wurden mit 1,0 cem 2n NaOH + 0,5 eem. 1°/,igem 
o-Phthaldialdehyd versetzt und zu dem Gemisch nach einer kurzen Pause 
(meistens 30 Sekunden) 0,5 cem konz. HCl zugefiigt. Die Ablesung erfolgte 
dann nach 5 Minuten im Kolorimeter nach Dubosque durch Vergleich der 
Farbtiefe der Hauptanalyse mit der in einer Schichthéhe von 10 mm an- 
gewandten Kontrollanalyse. 












: (Ang 


Se 
am ttt OOO ORR SR. oT - 


ee 


ee ee ee ee 
- —_—-—- neon 2 


~ 


“15 e159 C45 BHD DD DD DO LY BO DO HS be i 








Dieses 
sé an- 
| auch 
indige 
“ni, Sle 
lonen 
e wir 
r Art 
ng in 
N ist, 


Vach- 
olori- 
thal. 
von 
aubt, 
nino- 
neist 
sche 
gen- 
pal- 
Irve, 
von 
ngs- 
an- 
von 


r VOD 
30": 
on al- 


ynal- 
, mit 


-—— 


odd 


gem 
AUSe 
late 
der 
an- 





Uber d-Peptidase im Serum 


Tabelle 15%) 


d-Peptidase in menschlichen Seren 


: (Angaben bedeuten: (+) entspr. 0,1—0,7, + entspr. 0,8—1,4, ++ entspr. 
1,5—2,4, +++ entpr. 2,5 und mehr °/, Spaltung) 

















- Schicht- Spaltung *) ; 
Nr Klinischer Befund héhendiff. Befund 
mm "lo 
| Sarkom (omentum) .... . 2,8 3,0 (3,5)%)] +++ 
2 Mammacarcinom ..... . 1,9 1,7 (1,9) ++ 
3 Rectumearcinom ...... 4,9 7,9 (9,0) ++ + 
4 ™ owe owas 2,2 2,0 (2,3) ++ 
5 Uteruscarcinom .....°* 3,9 5,0 (5,0) debe 
6 ‘ ss at ae a 29 3.9 +++ 
7 i ne ck es 3.5 4,2 +++ 
m e eS 2,1 1,9 ++ 
q “ 1,4 1,2 + 
10 1,1 0,8 + 
1] " 2,1 1,9 ++ 
13 " 1,4 1,2 + 
14 ™ ‘ 3.5 4,2 +++ 
15 Scheidencarcinom. 2,7 2.8 4 + + 
16 - ‘ 2,7 2,8 aie ie 
17 Eierstockearcinom 1,9 1,7 ++ 
18 ‘a 3,0 3,4 se hes 
19 Prostatacarcinom . 3,6 4,5 +++ 
20 ss ee ee ee 2,1 1,9 ++ 
21 ” (Metastasen) . 1,7 1,5 + + 
22 Hodenearcinom 1,9 ) By + 
23 SteiBbeincarcinom 2,7 2,8 ++ + 
24 - 4,0 5,3 + + + 
25 Wirbelearcinom 1,9 1,7 ++ 
26 Lebercarcinom . 1,1 0,8 + 
27 ‘i 1,3 1,0 4 
28 si — 1,9 1,7 ++ 
29 Pankreasecarcinom 1,4 1,2 + 
30 0,4 0,3 (+) 
8 . 0,3 0,2 (+) 
32 ‘ 3 1,0 + 


8) Das verwendete d-Peptid enthielt, wie aus zahlreichen Bestimmungen 
seiner Spaltbarkeit durch Peptidase aus der Darmschleimhaut hervorging, 
eine Verunreinigung von 2,5°/, der 1-Form; die daher auch bei der Priifung 
der Seren stets auftretende Spaltung von 2,5°/, wurde bei allen Analysen 
in Abzug gebracht. 

*) Fiir die Belassung der Seren und fiir das entgegengebrachte Interesse 
sind wir den Herren Prof. Dr. H. Knaus und Assistenten Dr. R. Felkel 
von der Deutschen Frauenklinik, sowie Herrn Primarius Dr. H. Karpisek 
vom Krankenhaus der Barmherzigen Schwestern zu grébtem Danke ver- 
pflichtet. 

) Nach van Slyke bestimmt. 


6* 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 
Schicht- Sns , 
Nr. Klinischer Befund hohendiff. _— Befund 
mm lo 
33 Rectumearcinom 2,3 2,3 de 
34 7. 0,4 0,3 (+) 
35 1,3 1,0 1 
36 ™ 3,4 4,0 fe of ot. 
37 99 0,4 0,3 (+) 
35 0 QO 
6 - O 0 
10) Magenearcinom 2,8 3,0 ++4 
1] ” Les 0,8 +. 
42 " 0,4 0,3 (+) 
15 - 7). a a 0,4 Q,3 (+) 
44 Verdacht auf Magencarcinom 0 0 
5 gs " . 0,7 0,5 (+) 
46 Speiseréhrencarcinom . 2,7 2,8 +++ 
17 Lungentumor 0 0 — 
48 Bronchialearcinom 2,7 2.8 + 
19 a 1,9 1,7 e+ 
50 Kehlkopfearcinom 1,3 1,0 4. 
91 ” , 2,8 3,0 eo 
52 39 5,0 ra 
3 ‘ pe we we 4 1,9 L.7 ++ 
54 Gesichtsearcinom (Metastasen) Q 0 — 
55 Nierenerkrankung (Verdacht 
auf Careinom) BME ar 1,7 1.5 f- +4 
nach 8 Tagen 1,1 0,8 +- 
56 Lymphosarkom . 0,4 0,3 (+) 
57 . , 1,3 1,0 4- 
nach 8 Tagen 0,4 0,3 (+) 
58 Lymphosarkom. ..... . 2,] 1,9 4. +. 
9 Schlaganfall, Verdacht auf 
Carcinom Li 0,8 oa 
60 Tuberkulose . . 0 0 
61 ze ‘ 0 0 
62 Q 0 
63 - oe a Q 0 
64 Lungenentziindung . 0 0 - 
65 0 Q 
66 0) 0 
67 TOE 5 see % ® 0 0 
68 Multiple Sklerose 0 0 
69 Spondylitis tuberculosa . 0 0 - 
70 Chron. Nierenentziindung . 0,3 0,2 (+) 
7] Encephalomalacie 0 0 — 
72 Gehirnblutung . 0,3 0,2 (+) 
nach 8 Tagen 0,3 0,2 (+) 
73 Hemiplegia 0 0 — 
74 : ca 0 0 : 
75 Chron. Polyarthritis 0 0 
16 0 0 








Akuter Gelenkrheumatismus . 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 

















_ Schicht- Spaltung 
Nr. Klinischer Befund héhendiff. is Befund 
mm 0 

78 | Agranulozytose. .. . 0 0 
79 Degeneration des Herzmuskels 0 0 — 
80 Aplastische Aniimie ... . 2,7 2,8 ro 
81 Myeloische Leukiimie. . . . 0 0 — 
82 . ef an 0 0 
83 -" - i * 2S 0 0 
54 9 i oe 0 Q 
8) - - a oe 0 0 
86 ” 9 oe a ae O v) 
87 Chron. leukiimische Myelose . 0 0 
88 Mikromyeloblastenleukimie . 0 0 
89 Akute Myeloblastose ... . 1,0 0,7 (+) 
90 | Panmyelophthise ...... 0 0 
] he ab Bs 0 0 

nach 8 (ee 0 () 

nach weiteren 8 Tagen -_ 0 0 
92 Lymphogranulom. ..... 0 0 
93 te ee ar 0 0 , 
94 Schwangerschaft ...... 1,0 0,7 (+) 
95 - es 1,4 1,2 + 
96 anise dane 21 1,9 + 
97 Normalserum. ....... 0 0 - 
98 x pas eee ta 0 0 _ 
99 vi Cae 0 0 mii 
100 ki ee. ae 0 0 








2. d-Peptidase bei Tumortieren. Im Gegensatz zu Angaben 





der Literatur?!) finden wir auch im Tierversuch, bei Ratten mit 
Walker-Carcinom }%), in vielen Fallen, nicht in allen, das Auf- 


| treten von d-Peptidase im Serum; die beobachteten Ausschlige 


sind zuweilen ungewohnlich hoch. Nach den noch spirlichen Er- 
fahrungen, iiber die wir verfiigen, hat es nicht den Anschein, daB 
die Abwehrreaktion von GréBe oder Entwicklungsstadium des Tu- 


' mors abhingig sei; eine nihere Priifung dieser Frage ist indessen 


im Gange. 
Zur Bestimmung verfuhren wir, wie in Abschnitt 1 angegeben. 
3. d-Peptidasereaktion nach Peptidinjektionen. Die Bildung von 


d-Peptidase in normalen Seren als Abwehrreaktion auf die In- 
jektion racemischer Peptide, die von uns schon friiher beschrieben 


4) H. vy. Euler u. B. Skarzynski, Diese Z. 265, 133, und zwar 
S. 138 ff. (1940). 

®) Herrn Dr. H. Nowy vom Institut fiir Experimentelle Pathologie 
unsrer Universitit danken wir fiir die Uberlassung der Impftiere. 
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Tabelle 2 


d-Peptidase im Serum von Tumorratten 


tiber 2,5 °/, Spaltung 





(Angaben bedeuten: + entspr. 0,1—1,8, ++ entspr. 1,9—2,5, +++ entspr 





oH en we 6 Ke 
Co Ot Ww BO 


CO =] 





Tage nach GréBe des 
Impfung Tumors 
Nicht geimpft 
” 99 
99 ’ 
. - 
7 Nicht angegangen 
40 ” ” 
42 ” ” 
7 Erbsengro8 
9 m 
10 
16 " 
12 KirschgroB 
18 
21 is 
29 NuBgroB 
31 ip 
25 EigroB 
39 2 
47 Fast faustgroB 





Tabelle 3 


d-Peptidasewirkung nach Injektion bei Ratten 


‘Schicht- | Spal- | _ 


hohendiff. 


(mm) 


0 
0 
Q 
0 
0 
0 
0 
0 
1,4 
2,9 
ek 
2,5 
3,7 
6,9 
6,8 
0 
3,1 
4,6 





0 


(1,0 eem physiol. Kochsalzlésung, Peptid, bzw. Aminosiure enthaltend, jeda 
2. Tag intravenés injiziert; Bestimmung der d-Peptidase ausgefiihrt, wi 
friiher angegeben; Angaben betr. Befund wie in Tab. 2) 





7, 
Be 


ho 


i ais A ae a a 
mt © CO a1 63 Ol Rm Ww 








mm OO DO 





Injektionslésung Zahl d. 
enthaltend Injekt. 
3°/, d,l-Leucyl-glycin . . 5 
3 "I. me ms d 
0) 
.%, am _ 9 
5 fied P " . 1] 
3 °/, d,1-Glutaminyl-glycin 5 
3°, " 7 
9 0) 
3 J 0 9 9 
3 10 Lae 11 
2%, Glyeyl-glycin. . .. 7 
») 0/ 8) 
ef 10 9 
- io B 1 ys igs Bee 11 
17), GAM 6 4 ne ss ( 
] slo ”? v 
i, 1] 


hoéhendiff. 





Schicht- 


mm 
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wurde!), haben wir auf ihre Spezifitat hin untersucht. Ks ist 
bemerkenswert, daB sie nur nach der Injektion von Peptiden, 
nicht aber von Aminosiuren der d-Reihe zu beobachten ist, auch 
nicht nach der Behandlung mit dem Dipeptid Glycyl-glycin, das 
keinen optisch aktiven Baustein enthilt. Die Natur der optisch 
aktiven Aminosiure im Peptid erscheint dagegen weniger von 
Bedeutung. Die in den Tabellen 3 und 4 wiedergegebenen Ver- 
suche veranschaulichen weiterhin das Abklingen der d-Peptidase- 


Tabelle 4 
d-Peptidasewirkung nach Injektion bei Kaninchen 
(2,0 eem physiol. Kochsalzlésung, das Injektionsmittel enthaltend, jeden 
dritten Tag intravenés injiziert; Bestimmung der d-Peptidase ausgefiihrt, 
wie friiher angegeben; Angaben betr. Befund wie in Tab. 2) 





oa en a ea es ee 
lier Injektionslésung aingupid Zahl d.} Lshen- se Befund 
Nr. enthaltend Tage | Injekt. | giff. (mm) lo 
I 1°/, d-Leucin. . . . 0 0 0 0 
10 3 0 0 
2 2°/, Glyeyl-glyein. . 0 0 0 0 
10 3 Q 0) 
$ 2°/, d,l-Leucyl-glycin 0 0 0 0 —- 
10 S 2,7 2,8 +++ 
19 6 2,1 1,9 ++ 
28 9 5,2 8,3 oo 
37 9*) 1,1 0,8 et 
46 4) 1,4 1,2 so 
DD 9 0 0 - 
3°/, d,l-Glutaminyl- 0 0 0 0 - 
glycm..... 10 3 0,4 0,3 + 
19 6 1,1] 0,8 + 
5 3°/, d,1-Glutaminyl- 0 0 0 0 
glycinester. . . 10 3 0 0 
19 6 0 Q 
28 9 4,5 6,5 ++ + 
37 12 2,7 2,8 +++ 
46 15 1,9 1,7 + 
55 18 1,1 0,8 
6 3°/, d-Leueyl-diglycin 0 0 0 0 - 
10 3 2,7 2,8 +++ 
( 1°/, d-Leuein. .. . 0 0 0 0 — 
10 3 0,3 0,2 + 
19 6 1,1 0,8 + 
dann: 28 9 0 0 — 
2°/, d,l-Leueyl-glycin 37 3 1,7 1,5 + 
46 6 1,7 1,5 - 
55 g 1,1 0.8 + 




















*) Injektionen eingestellt. 
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ip | _ 

Tabelle 5 

menschlichem Carcinomserum nach 
Peptidinjektion 











wirkung im Serum nach dem Einstellen der Injektionen; Tabelle5 
zeigt das Verschwinden der d-Peptidase in carcinomatésen Seren 
nach Peptidinjektion. 


(5,0 ecm 3°/,iges d,l-Leucyl-glyein in physiol. Kochsalzlésung jeden zweiten 
Tag intravenés injiziert; Bestimmung der d-Peptidasewirkung ausgefiihrt, 












nach 


9 


wie friiher angegeben; Angaben betr. Befund wie in Tab. 1) 


Klinischer Befund 


Reetumearcinom 


vor der Injektion: 
nach 2 Injektionen: 


Leberearcinom 


vor der Injektion: 
Injektionen: 





Tabelle 6 


Pinselung mit 3,4-Benzpyren 


Schicht- 1 
héhen- Spaltung Befund 
“~” 0/ 
diff. (mm) 0 
9 4,5 + -+ + 
0 0 
1,] 0,8 -- 
Q Q 








(Tiere auf der Riickenhaut tiglich mit einer 1°/, igen iitherischen Lésung von 


Benzpyren gepinselt) 




















13*) **) 
14 
15*) 
16 

17 





18 







Zahl 
der 


Pinsel. 





Tod | Gewicht (g) 


nach 
Tagen 


20 
39 
45 


QF 
oo 





Zu 


| 


am 


Beginn Ende 


24 
15 
19 
24 
19 
20 
18 
12 
18 
19 
19 
15 
25 
16 
21 
25 
16 
21 


13 
1] 
1] 
16 


14 
14 
1] 
18 
10 
14 
25 
16 
19 





Gewichts- 
abnahme 





*) Vel. die Abbildung. 


**) Seziert, vgl. nachstehenden Befund. 


Bemerkungen 


Schuppenbildung, Haarausfall 


99 9 


9 
Warzen- u. Schuppen 


3 


™ _ 7m 
Todesursache unbekannt 


33 
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Uber d-Peptidase im Serum 
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Tabelle 7 


Injektion mit racemischem Peptid 


(Tieren jeden zweiten Tag 0,2 cem physiol. Kochsalzlésung, enthaltend 1,5°/, 
d,1-Glutaminyl-glycin, in die Schwanzvene injiziert) 








~Zahl- 
der 
[njekt. 


10 
10 
10 
10 


vo 








Gewicht (g) 

AE ace E abnahme 
zu Beginn | Ende 7 ws B - 

1106] 11 0 

21 21 0) 

16 15 6 

18 16 1] 

140 | «(14 0 

Tabelle 8 


Gewichts- 





Bemerkungen 


AuBerlich normal 


99 


9 ” 
Todesursache unbekannt 


Benzpyrenpinselung und Peptidinjektion 


(Tiere insgesamt 3mal an jedem zweiten Tag durch intravendse Injektion 
von 0,2 cem 1,5°/,igem d,1-Glutaminyl-glycin in physiol. Kochsalzlésung vor- 
behandelt, darauf tiiglich mit einer 1°/, igen iitherischen Lésung von 3,4-Benz- 
pyren gepinselt und wihrend der Dauer der Pinselung durch fortlanfende 
Peptidinjektionen, wie zuvor, behandelt) 





lle 5 
ren 
Leh 
Tier 
itey Nr. 
hrt. 
19**) 
— 90) **) 
21**) 
d » 
yo 
yn " 
lier 
—~ Nr. 
24 
DF **) 
26 
o7 * 
J 90 
29 
() hid. 
5 flag | 
ba) 
9 
ere 
34 **) 
15) 
6 
37 
30 
sy 





Zahl der 


| 


Pinsel.| Inj. 


12 | 6 
13 q 
16 | 8 
30 15 
25 13 
19 9 
40 20) 
17 9 
25 13 
10 5 
16 8 
34 17 

3 2 

4 9 

5 3 

4 2 











Tod | Gewicht (g) Ge- 
Rd TT 

nach 

Tave ZU | Pnde abnahme 

Tagen] Beg. | of, 
12 | 13 | 11 15 
14 15 | 10 33 
16 17 | 15 12 
30 14 |; 14 QO 
26 14 | 14 0 
19 17 ! 15 12 
40 15 15 0 
18 17 is 24 
26 20 11 45 
10 17 14 18 
16 18 12 33 
34 13 13 0 
3 2] 2] QO 
4 13 13 0 
5 22 19 14 
4 17 16 6 





*) Vgl. die Abbildung. 


**) Seziert, vgl. nachstehenden Befund. 





Bemerkungen 


AuBerlich normal 


’ ’ 
’ ” 

9 
9 ? 


99 9 
Geringer Haarausfall 
9 bh] 


9? ”? 
9 9 
Schuppen, ger. Haarausf. 


99 99 9? 
Todesursache unbekannt 


”9 7 
” ” 
9 ” 


4. Einflu8 der Peptidinjektionen auf die Wirkung von Benzpyren. 
In den nachfolgenden Tab. 6—8 sind die Ergebnisse der Ver- 





suche an Miusen zusammengestellt: ein Teil der Tiere wurde mit 
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3,4-Benzpyren gepinselt, ein anderer nur mit Injektionen race. 
mischen Peptids behandelt, ein dritter endlich erhielt vor und 
wihrend der Benzpyrenpinselung Peptidinjektionen. Der Ver. 
gleich der Tabellen la8t deutliche Unterschiede im Zustand der 
Tiere erkennen dahingehend, dafi die mit Peptid behandelten in 
der Regel keine oder nur geringe Schidigungen durch das Benz. 
pyren aufwiesen. Zur Ausbildung echter Carcinome kam ¢; 
allerdings auch bei den nur gepinselten Tieren nicht, da die Tiere 
infolze der angewandten héheren Benzpyrenkonzentration meist 
schon im Stadium der Warzenbildung an Vergiftungserscheinungen 
elngingen. 

Herr Prof. Dr. H. Hamperl, Vorstand des Pathologischen 
Instituts unserer Universitit, hatte die groBe Freundlichkeit, eine 
Anzahl der Tiere zu sezieren (vgl. die Hinweise in den vorstehenden 
Tabellen); wir geben nachstehend den Sektionsbefund wieder: 

Ueber, Milz und Nieren von insgesamt 11 verschieden be- 
handelten Tieren wurden untersucht. Schon bei der Obduktion 
der Miuse fiel auf, daB manche von ihnen eine auffallend grofe 
Milz hatten. Dies trifft vor allem fiir 4 Tiere zu, die bloB ge- 
spritzt waren. Bei der mikroskopischen Untersuchung dieser Tiere 
stellte sich heraus, daB es sich um eine Hyperplasie der Lymph- 
follikel und der Milzpulpa handelte. AuBerdem zeigte auch die 
Leber dieser Tiere zahlreiche Infiltrate um die Gallenginge, zum 
Teil vom Bau der Milzpulpa. Man kann also annehmen, dai 
hier eine Reizung und Wucherung des reticulo-endothelialen Systems 
vorliegt. Gefehlt hat diese Veriinderung bei 2 Miausen, die blo 
gepinselt waren, bei einer dritten Maus war allerdings eine Hyper- 
plasie der Milzpulpa zu bemerken, doch fehlten die Infiltrate in 
der Leber. Der Befund der 4 gespritzten und gepinselten Mause 
war uneinheitlich. Drei von ihnen zeigten dasselbe Bild, als ob 
sie nur gepinselt worden wiren, nimlich eine kleine Milz und 
keine Leberinfiltrate. Die vierte Maus dagegen zeigte das Bild 
der ersterwihnten gespritzten Miuse, insofern als eine Hyperplasie 
der Milzpulpa und Leberinfiltrate vorlagen.“ 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem 
ReichsausschuB fir Krebsbekimpfung danken wir ergebenst 
fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 








Maus Nr. 3 und 30 


Maus Nr. 13 und 27 


Vig. 3. Maus Nr. 15 und 32 


ppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 267, 


Ju Ernst Waldsehmidt-Leitz, Rudolf Hatschek 
und Rudolf Hausmann 
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Uber die Herkunft der Essigsaure 
bei den Acetylierungen in vivo 


I. Die Acetylierung von Sulfanilamid und p-Amino-benzoesiure 
bei gleichzeitigen Gaben von Deutero-essigsaiure 


Von 


Karl Bernhard 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Oktober 1940) 


Die Acetylierung ist ein hiufig beobachteter Entgiftungs- 
vorgang im Tierkérper. Dabei wird die Essigsiure, iiber deren 
Herkunft nichts bekannt ist, siureamidartig gebunden. Bei der 
Acetylierung kérperfremder Aminosiuren soll nach Knoop!) das 
Acetyl groBenteils durch Oxydation der Brenztraubensiure ge- 
liefert werden. 

In der vorliegenden Arbeit untersuchte ich die Beteiligung 
verabreichter Essigsiiure an der Acetylierung der am Benzolkern 
befindlichen Aminogruppen des Sulfanilamids und der p-Amino- 
benzoesiure, unter Anwendung von Deuterium als Index. 

Von verschiedenen Autoren*~*) wurde das Verhalten der 
3 isomeren Amino-benzoesiiuren verfolgt. m- und p-Siure werden 
vom Menschen und Kaninchen teilweise acetyliert, der Hund ist 
dazu nicht befihigt, was ich bestatigen konnte. 

Marshall und Mitarbeiter*) isolierten nach Sulfanilamid- 
gaben an Menschen und Kaninchen aus dem Harn p-Acetyl- 
benzolsulfanilamid, auch das therapeutisch in bemerkenswert groBen 
Dosen viel verwendete 2-Sulfanilamido-pyridin (Dagénan, M. 
und B. 693) wird acetyliert’). Die Frage nach der Herkunft der 
Kssigsiure ist daher nicht nur von theoretischem Interesse. 

Harris und Klein§) konnten Acetylierungen des Sulfanil- 
amids mit Schnitten von Kaninchen- und Rattenlebern durchfiihren. 
Bei gleichzeitigen Zugaben von Salzen der Essig-, Brenztrauben-, 
Milch- oder Acetessig-siure stiegen die Ausbeuten. Bereits 
Hensel®) und spiter Harrow, Power und Sherwin”) priiften 
an der p-Amino-benzoesiure solche Hinfliisse. 

















Karl Bernhard, 


Ich fiitterte unter gleichbleibenden Bedingungen Sulfanil- 
amid an Kaninchen und versuchte aus dem Harn das Acetyl- 
produkt rein und méglichst quantitativ zu isolieren. Dabei ergab 


sich, da& verschiedene Tiere rund 7/, des Amids acetylieren, 
wihrend bei anderen in gleichen Zeiten wenig oder keine Acetyl- 
verbindung auftrat (Tab. I). Es handelt sich in diesen Fiillen 


teilweise um stark verzégerte Ausscheidungen. 


Tabelle I 


Fiitterung von Sulfanilamid an Kaninchen 








Ausbeute an 








Kaninchen Sulfanilamid 
' at ae Soe prieen es Acetylprodukt 
Nr Gew. 1n - : a eGkz ; 

kg g | Std. | mg/kg/die mg | a ag 

I 1,72 1 48 290 350 28,1 

VI 2,00 1 48 250 369 29,7 

I 1,70 1 24 590 370 | 29.7 

II 2,45 3 72 410 695 18,6 

Vill | 2,30 2 48 436 134 5,4 
IX | 1,85 2 48 542 0 os 


*) Berechnet auf verfiittertes Sulfanilamid. 


te | wo] 


**) Tsolierung von 111 mg = 3,7°/, Sulfanilamid. 
= 2 /0 


Durch gleichzeitige Gaben von Sulfanilamid und Natrium- 
acetat im Verhiltnis 1:3 Mol trat keine merkliche Zunahme an 
Acetylprodukt ein (Tab. IJ). Man miiBte sehr groBe Versuchs- 
reihen anstellen, um zu entscheidenden Ergebnissen zu gelangen. 


Tabelle II 


Fiitterung von Sulfanilamid + Natriumacetat an Kaninchen*) 











Kaninchen Sulfanilamid Ausbeute an 
~ ac penen ware — Acetylprodukt 
um | Gew. in En eesien: cna 
asi ke g Std. | mg/kg/die mg | a P 

I 1,70 ] 48 294 329 | 26,4 

I 1,72 ] 24 584 489 | 39,3 
ITT 1,90 1 24 529 220 17,7 

II 2,40 3 72 418 860 23,0 

*) pro 1 g Sulfanilamid, 2,4 ¢ C,H,0,Na + 3H,O. 


Ubrigens wire eine Vermehrung fiir die direkte Beteiligung 
der Nahrungsessigsiure nicht beweisend, endgiiltige Entscheidungen 
gelingen bei solchen Fragen mit Hilfe der Isotopentechnik !}) 
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Das Deuterium der CD,-Gruppe der Deutero-essigsiure ist 
stabil gebunden!’), nach Erlenmeyer, Sid]mann und Schenkel’’) 
tauscht auch die Acetylgruppe nicht aus. Sulfanilamid nimmt in 
2°/,iger Lésung in schwerem Wasser (5 Atom-°/, D), wihrend 
94 Stunden am RiickfluB erhitzt, kein Deuterium auf. 

Ich habe in 7 Versuchen (vgl. Tab. III) an Kaninchen Sulfanil- 
amid und Deutero-essigsiure im Verhiltnis 1:3 Mol verfiittert. 
Diese wurde durch Verdiinnung von CD,COOD mit Kisessig ge- 
wonnen und enthielt 8,1 + 0,15 bzw. nach Umwandlung in das 
Natriumsalz 6,06 + 0,15 Atom-°/, Deuterium. 

Tabelle II 
Fiitterung von Sulfanilamid und Na-Deutero-acetat 
(mit 6,06 4: 0,15 Atom-°/, D) an Kaninchen”*) 
‘aninchen} Sulfanilamid Acetylverbindung PO lk 680 - 
7 i Sm, Sloe. 
—— | - } = . : SOS ae?o. 
| es |Atom-?, DI) 8 Ts HIBS SOR 
\r Gew in | mg/ Ausbeute | Atom-°/, D | der Acetyl- |: & «3% i= 2x be 
ia Std.' kg/die o» | =a | Stuppe [54° Sis aaege 
kg mg 0 b*™*) [> Alan c os 
XI | 2,27 | 1 | 48| 220 | 376/ 30,2 | 0,09 + 0,00 0,30+ 0,00} 20 5 
XI | 2,52 | 1 | 24 | 398 365 | 29,3 | 0,29 + 0,01 0,97 + 0,03 6,2 16 
PX1/2,52 | 1 | 24) 398 448 | 36,0 | 0,23 + 0,01 | 0,76 + 0,03 8 13 
X}2,37 | 2 | 48| 424 | 740/ 29,7 | 0,16 + 0,00 | 0,53 + 0,00] 11,4 9 
1}1,63 | 2 | 48] 615 | 830) 33,3 | 0,34 + 0,02 | 1,13 + 0,07 5,4 19 
Vj1,75 | 3 | 72 | 574 |1294) 34,7 | 0,10 + 0,00 | 0,33 + 0,00 18,4 9) 
VII }212 73 | 72} 474 11038) 27,8 | 0,25 + 0,01 | 0,83 + 0,03 1,0 14 
*) Pro 1 g Sulfanilamid 1,05 g Deutero-essigsiiure (mit 8,1 + 0,15 Atom-°/, D) 
mit NaOH neutralisiert. 
; 1 ae 10 
“*) D-Gehalt der Acetylgruppe ae b. 
one saa ' ii P 100 -b 
™) Beteiligung der Deutero-essigsiiure an der Acetylierung 606 
: I,U0 

In allen Fillen war die isolierte Acetylverbindung NH,-SO,- 
U,H,-NH-CO-CH, deuteriumhaltig. Die Isotopenbestimmungen ’*) 
gaben Werte von 0,09 —0,34 im Mittel 0,21 + 0,00 —0,02 Atom-°/, D. 
Fir die Acetylgruppen folgt daraus ein mittlerer D-Gehalt von 
0,69 Atom-°/,. Die Verdiinnung, welche das aus dem verfiitterten 
Natriumacetat stammende Deuterium erfahren hat, ist aus den 


angegebenen Verdiinnungsfaktoren ersichtlich und es lit sich die 
Beteiligung der aufgenommenen Kssigsiiure an der Acetylierung 











G4 Karl Bernhard, 
des Sulfanilamids, zu 5—19 oder rund 12°/, berechnen*). Die 
Ausbeuten an Acetylprodukt waren in diesen Versuchen verhiiltnis. 
mibig einheitlich, d. h. 27,8—36 oder im Mittel 31,5°/,. 

Bei zwei Versuchen an Ratten mit tiglichen Gaben von 
250 mg pro Tier, war die erzielte Acetylsulfanilamid-Menge fiir 
eine Deuteriumbestimmung zu gering. 

In einem Selbstversuch isolierte ich nach Aufnahme von 
Sulfanilamid und Deutero-essigsiure im Verhaltnis 1:6 Mol, 3,4°/, 
p-Acetylbenzolsulfanilamid mit 0,17 Atom-°/, D. Rund 9°/, der 
zugefiihrten Kssigsiure nahmen an der Acetylierung teil. 

Erlenmeyer, Sillmann und Schenkel?%) erhielten nach 
subcutaner Injektion von 5,5 g Na-Salz der p-Amino-benzoesiiure 
und 4,4 g CD-COONa an ein Kaninchen wihrend 5 Tagen ein 
deuteriumfreies Acetylprodukt. Sie schlieBen daraus, daB dem 
K6rper zugefihrte Essigsiure nicht als ,,Acetyldonator“ auftrete, 
Ich gab einem Kaninchen an 3 Tagen je 1 g NH,-C,H,-COOH 
und 1,31 g Deutero-essigsiure und isolierte aus dem Harne 148 mg 
acetylierte Siure mit 0,18 Atom-°/, D. Das entspricht einer Be- 
teiligung von 9°/.. 

Bei diesen Berechnungen wird vorausgesetzt, daB aus dem 
Darm aufgenommene Kssigsiure unmittelbar siiureamidartig ge- 
bunden wird. Es ist daran zu erinnern, daB letztere im Stoffwechsel 
z. B. iiber Bernsteinsiure in eine fiir die Acetylierung besonders 
geeignete Zwischenstufe umgewandelt werden kénnte. Unter 
solchen Voraussetzungen triiten allerdings Deuteriumverluste ein, 
welche die berechneten prozentualen Beteiligungen stark verschieben 
wirden. Nun ist aber die Bildung von Bernsteinsiure durch 
Dehydrierung aus Essigséure nur fiir Mikroorganismen bewiesen !4), 

Rittenberg und Schoenheimer?*) studierten mit Hilfe 
von Glykokoll, das einen bestimmten Gehalt an }°N aufwies, die 
Hippursiiuresynthese bei Ratten. Auch bei einem Uberschub 
nahm nur etwa '/, der signierten Aminosdure an der Paarung teil. 

Bei der hier untersuchten Entgiftungsreaktion, der Acety- 
lierung des kérperfremden Sulfanilamids, treffen wir ‘Abhnliche 
Verhaltnisse an. Verfiitterte Essigsiure beteiligt sich an 
der Acetylierung, der Organismus beschafft sich aber den 
groBten Teil der benédtigten Mengen aus anderen Quellen. 

*) Dabei wird vorausgesetzt, dab schwere und leichte Essigsiiure gleich 
reagieren. Die Geschwindigkeit der aeroben Umsetzung des Na-Salzes der 
Trideutero-essigsiure durch Hefe ist nach Sonderhoff und Thomas") 
nur um etwa '/; geringer als die yon gewéhnlichem Acetat. 
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Experimenteller Teil 


(Mitbearbeitet von I'rl. stud. phil. Heidi Steinhauser) 


Die Deuteriumbestimmungen erfolgten nach dem Verfahren 
ron Keston, Rittenberg und Schoenheimer’®)*), An Stelle 
‘des durch Thyratron-Réhren gesteuerten Unterbrechers fir die 
Temperaturregulierung des hermostaten, verwende ich ein von 


Prof. Dr. O. Wyss vom physiologischen Institut zur Verfiigung 


gestelltes, elektromagnetisches Relais. Obwohl die Apparatur in 
‘einem sehr temperaturverinderlichen Raume aufgestellt ist, ge- 


ingt die Durchfiihrung der Messungen innerhalb der angegebenen 


Fehlergrenze von + 0,02 Atom-°/, D gut. 
Von den Acetylverbindungen wurden 350—400 mg verbrannt. 


Zur Kontrolle des Austausches der H-Atome im Sulfanilamid 
gegen Deuterium wurde eine Lésung von 1 g C,H,-NH,-SO,NH, 


fin 50 ccm schwerem Wasser, enthaltend 5 Atom-°/, D, am Riick- 
}fubkithler 24 Stunden zum Sieden erhitzt. Darauf wurde das 
| Wasser abdestilliert und der im Vakuum getrocknete Riickstand 


aus heiBem destillierten Wasser umkrystallisiert. EKinen Teil der 


| bei 164° schmelzenden Krystalle verbrannten wir zur D-Analyse, 
‘sie enthielten kein Deuterium. Der Rest wurde nach nochmaliger 
| Umkrystallisierung gleichfalls mit demselben Ergebnis auf D 
| gepriift. 


Sulfanilamidversuche 
A) Versuche an Kaninchen. — Fiitterung. Das verwendete 


Sulfanilamid war analysenrein. Schmelzp. 162°. 


C,H,O,N.S (172,15) Ber. C 41,86 H 4,65 N 16,28 
Gef. ,, 41,64 ,, 4,55 ,, 16,07. 


Es wurde in wiBriger Suspension zusammen mit dem Natrium- 


acetat oder der neutralisierten Deutero-essigsiure den Tieren mit 
' der Schlundsonde beigebracht. AnschlieBend erhielten sie als 


alleiniges Futter, das stets véllig aufgefressen wurde, Gras oder 
Runkelriiben. Alle Versuche verliefen stérungsfrei. 


Harnaufarbeitung. Nach jeder Fiitterung wurde der in 
den nachfolgenden 24 Stunden und nach Beendigung der wihrend 


*) Dankend gedenke ich der freundlichen Aufnahme und der tat- 
kriiftigen Hilfe, die mir wihrend meines Aufenthaltes in New York durch 
die Herren Prof. Dr. H. T. Clarke, Prof. Dr. R.Schoenheimer und 
Dr. D. Rittenberg (Depart. of Biochemistry, College of Physicians and 
Surgeons, Columbia University) zuteil wurde. 
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einer eintagigen Nachperiode ausgeschiedene Harn quantitatiy 
gesammelt. 

Sehr oft fiel beim Abkiihlen desselben ein groBer Teil de 
Acetylverbindung krystallinisch aus und konnte abfiltriert und 
getrocknet werden. Solche Krystallisate enthielten wechselnde 
Mengen anorganischer Salze und wurden daher mehrmals mit 
heiBem Aceton behandelt. Daraus erhilt man das Acetylprodukt 
weitgehend rein. Den abfiltrierten Harn engten wir zur Trockne 
ein und digerierten den Riickstand auf dem Wasserbad wiederholt 
mit Aceton. Die Acetylverbindung list sich darin leicht, daneben 
werden auch unverandertes Sulfanilamid und etwas Harnstoff aut: 
genommen. Die Extraktion wurde unter Umstinden wiederholt, 
das Aceton (250—300 ccm) eingedunstet und der Riickstand in 
wenig heibem Wasser gelést. Beim Abkiihlen krystallisiert das 
p-Acetyl-benzolsulfanilamid aus, beim Einengen der Mutterlauge 
wird meist nur noch Harnstoff evtl. etwas Sulfanilamid erhalten, 

Alle Fraktionen wurden vor der Isotopenanalyse 2 mal aus 
heiBem Wasser umkrysiallisiert. Schmelzp. 218—219° (Mikro- 
Schmelzpunktsapparat-K o fler). 

'5H,,0,N,S (214,16) 
Ber. C 44,82 H 4,71 N 13,08 
Gef. ,, 44,86, 44,74, 45,03  ,, 4,67, 4,55, 4,90 _,, 12,81, 13.00. 


B) Versuche an Ratten. 2 miinnliche Ratten Nr. I und II 
im Gewichte von 237 und 253 g erhielten tiglich je 250 mg 
Sulfanilamid und 260 mg Deutero-essigsiure (mit NaOH neu- 
tralisiert). Insgesamt fiitterten wir pro Tier einer Diiit nach 
Mc Collum beigemischt, 1,5 ¢ Sulfanilamid + 1,56 g Deutero- 
essigsiure (im Verhaltnis 1:3 Mol). Die Harne (einschlieBlich 
einer 2 tagigen Nachperiode) wurden auch hier zur Trockne ein- 
geengt und mit Aceton extrahiert. Ratte I lieferte 17 mg Acetyl- 
produkt (0,9°/,) neben 245 mg (16,3°/,) Sulfanilamid, Ratte II 
135 mg oder 9,0°/, Sulfanilamid und 123 mg eines Gemisches 
aus Acetylverbindung und Ausgangsmaterial. 


C) Selbstversuch. Ich nahm innerhalb von 24 Stunden 3 g 
Sulfanilamid (50 mg kg/die) und 6,3g mit Natronlauge neutrali- 
sierte Deutero-essigsdiure (1:6 Mol). Aus dem wihrend 48 Stunden 
gesammelten Harn konnten nur 127 mg reines Acetylprodukt 
erhalten werden. Schmelzp. 217°. Zur Isotopenanalyse war eine 
Verdiinnung mit Stearinsiure notwendig. Die Verbindung enthielt 
0,17 + 0,00 Atom-°/, D, die Acetylgruppe 0,56°/,. 
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PS 1+ 
Die Aufarbeitung des Harnes von 6 Tagen erfolgte nach den An- 
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Fiitterung von p-Amino-benzoesaure +- Deutero-essigsdure. Hin 
'Kaninchen (Nr. X) Gew. 2,22 kg erhielt an 3 Tagen insgesamt 
3¢ reine p-Amino-benzoesiure und 3,93 g Deutero-essigsiure, 


oi.) 


0,15 Atom-°/, D (1:3 Mol) neutralisiert mit Natronlauge. 


saben von Harrow und Mazur"). Die aus kongosaurer Lisung 
ausgeschiedenen stark braunen Krystalle wurden wiederholt mit 


'Tierkohle aus heiBem Wasser umkrystallisiert. Ks resultierten 


148 mg Krystalle mit Schmelzp. 230° und 149 mg p-Acetyl-amino- 
benzoesiure mit Schmelzp. 249—251°. 
C,H,O,N (179,1) Ber. N 7,83 Gef. N 7,63. 


Letztere wurden mit einer bekannten Menge p-Amino-benzoe- 


| sure zusammen verbrannt. D-Gehalt 0,18 + 0,02 Atom-°/,. Die 


Acetylgruppe enthielt somit 0,54 + 0,06 Atom-°/, D. Ausbeute an 
Acetylprodukt 3,8°),. 
Fiitterung von m- und p-Amino-benzoeséure an einen Hund. 


| Je 5g der beiden Siituren wurden in tiiglichen Mengen von 1 g 


(59 mg/kg/die) mit entsprechendem Unterbruch dem _ gleichen, 
17 kg schweren miinnlichen Hund B als Na-Salze mit 200 g Reis 


-und 50g Pferdetleisch verfiittert. Aus den wihrend je 8 Tagen 
' gessammelten Harnen lieBen sich keine Acetylverbindungen isolieren. 


Zusammenfassung 


1. In 7 Versuchen an Kaninchen und in einem Selbstversuch 
wurde die Herkunft der Essigsiiure bei der Acetylierung des 
Sulfanil-amids und in einem Falle bei der Acetylierung der 
p-Amino-benzoesiiure gepriift. 

2. Unter Verwendung von Deuterium als Index wird ge- 
zeigt, daB oral aufgenommene Essigsiure (enthaltend 8,1 + 0,15 
Atom-°/, D) als Acetylquelle auftritt und sich bei Kaninchen in 
wechselndem AusmaB, im Mittel zu 12°/,, im Selbstversuch zu 
9°’, an der Acetylierung beteiligt. Die Hauptmenge der zur 


io 
Entgiftung verwendeten Essigsiiure entstammt dem Stofiwechsel. 


Der Rockefeller Foundation danke ich fiir die Zuwendung 
der fiir den Bau der Deuteriumapparatur erforderlichen Mittel. 
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(1930) Das Schicksal des Alkohols im Tierkérper 

Von 

Mea Karl Bernhard 

Med, 
diary (Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich) 

(Am. (Der Schriftleitung zugegangen am 29. Oktober 1940) 

e ] Vv ( . t a 

Ok u, - ° ° is 

Benzyl- und Phenylathyl-alkohol werden im Tierkérper 

Act, _ zu Carbonsiiuren oxydiert!’), fir aliphatische Alkohole war 


ein analoger Abbau nicht bewiesen. Kiirzlich zeigten Stetten 
und Schoenheimer*) unter Verwendung von Deuterium als 
“nd ‘Index, daB Cetyl- und Octadecyl-alkohol nach Verfitterung 
nem, ° °,° ° oa 
‘an normale Ratten sehr rasch in Palmitin- bzw. Stearinsaure 
‘iibergehen. Cetylalkohol lieferte aber auch Stearinsiure und 
Octadecylalkohol Palmitinsiiure. Beide Alkohole scheinen daher 
normale Zwischenstufen des Fettstoffwechsels zu sein. 
) Athylalkohol verbrennt, selbst in groBen Dosen gegeben, 
fast vollig. Als Intermediirprodukte wurden Acetaldehyd und Kssig- 
‘siure hiufig diskutiert. Pohl‘) fand nach Athanolgaben an 
-Hunde die fliichtigen Siuren des Harns nicht vermehrt, nach 
'Methanol-Fiitterung hingegen geringe Mengen Ameisensiure. 
'Batelli und Stern‘) entdeckten in der Leber verschiedener Tiere 
-ein Alkoholdehydrase genanntes Ferment, das zum Gewebsbrei 
'gegebenen Alkohol zu Essigsiure abbaut. Diesen Befund be- 
stitigten und erweiterten andere Autoren®*) indem sie zeigten, 
'daB auch sonstige Alkohole im selben Sinne veriandert werden. 
' Der Reaktionsverlauf wurde dabei auf Grund des Sauerstoff- 
verbrauchs oder der Wasserstoffbewegung (Kntfirbung von Me- 
' thylenblau) verfolgt und entstehende Zwischenprodukte als freie, 
'flichtige S&uren titriert oder kolorimetrisch (Aldehyde) nach- 
' gewiesen. 
Nach Stepp’) enthalten 100 ccm Menschenharn nach reich- 
'lichem Alkoholgenu8 0,8 mg Acetaldehyd, gegeniiber 0,3 mg im 
Liter unter normalen Bedingungen’). 
: In einer vorangegangenen Arbeit!) konnte ich mit Hilfe der 
Deuteriumtechnik die Beteiligung exogener Essigsiure an der 
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in vivo erfolgenden Acetylierung sicherstellen. Es schien dahe; 
aussichtsreich, den Acetylierungsvorgang als Abfangsverfahren fii 
aus Alkohol entstehende Essigsiiure zu verwenden. 4-Amino-benzol. 
sulfonsiure-(1)-amid eignet sich dabei wegen der leichten Rein. 
darstellung seiner Acetylverbindung aus dem Harn besonders gut 


Verfiitterter Deutero-aithylalkohol CD,CD,OD, den ich mi 
absolutem Athanol auf einen Gehalt von 11,0 baw. 10,5 Atom-°/, ) 
verdiinnte, muBte eine Essigsiure mit 5,5 bzw. 5,25 Atom-/ 
Deuterium ergeben, von der sich mindestens ein Teil mit dey Mf Xr. 
Aminogruppe des Sulfanilamids verbinden sollte. Es war sogar 
anzunehmen, daB solche entstehende Kssigsiiure besser als oral 
verabreichte reagiert, sich also leichter an der Acetylierung be. 
teiligt. 


 trati 
nihe 


Fii 





AKanin 


Die beim Ubergang des Alkohols zur Siiure frei werdenden 3 H- bzy, 
D-Atome kénnen Wasser bilden. Eine damit verbundene Anreicherung der 
Korperfliissigkeit an D,O ist indessen sehr gering. Sulfanilamid tauseht, 
in 5 Atom-°/, D-haltigem Wasser 24 Stunden auf RiickfluB erhitzt, seine 
H-Atome nicht gegen D aus’), In einem Kontrollversuch fiitterte ich einen 
Kaninchen wihrend 3 Tagen je 1g Sulfanilamid und 5 cem ,,schweres § ] 
Wasser“ (5 Atom-°/, D). In der isolierten Acetylverbindung war Deuterium | 
nicht nachweisbar. 


et en eeeinineeneie 


Mit der Auffindung einer Deutero-Acetylverbindung 
ist der Abbau des Athanols zur Essigsiure im Tierkérper 
bewiesen. 8 Fiitterungsversuche an Kaninchen, welche Sulfanil- i) J 
amid und Deutero-alkohol im Verhiltnis von 1:3 Mol erhielten& « 
(vgl. Tabelle), fiihrten in allen Fallen zur Ausscheidung von Deute- & ~» | 


rium-haltigem Acetyl-sulfanilamid. Die Isotopenanalysen ergaben 
Werte von 0,26—0,48, im Mittel 0,38 Atom-°/, D. Die Acetyl. & 
gruppen enthalten also 0,86—1,60 Atom-°/, D. Die Verdiinnung, & (11, 
welche der schwere Wasserstoff erfahren hat, betrigt das 3,4 bis 

6,4 fache, es laBt sich demnach berechnen, daB 16—29 oder 

im Mittel 24°/, der aus dem verfiitterten Alkohol entstandenen 


Kssigsiiure an der Acetylierung teilnahm. von 
p At 

* . ein 

Experimenteller Teil pe 


(Mitbearbeitet von Frl. stud. phil. Heidi Steinhauser) 


Wir verabreichten mit der Schlundsonde gleichzeitig analysen- 
reines Sulfanilamid und Alkohol an Kaninchen, vor deren Fiitte- 
rung mit Gras und Runkelriiben. Harnaufbereitung, Isolierung 
der Acetylverbindungen und Bestimmung der Deuterium-Konzen- 
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daher 'trationen erfolgten wie bei den Essigsiure-Versuchen?®). Alle 


en tr niheren Angaben und Ergebnisse sind aus der Tabelle ersichtlich. 
enzo). ; 





Rein. | Fitterung von Deuterium-ithyl-alkohol*) und Sulfanilamid 
rs fut. (1,6 g + 2,0 g¢ in 48 Stunden) an Kaninchen 
oh mit | ae aii 7 ; nie ; oe oa ad 4 ' ct = * 
0) y fpXaninchen |Alkohol Acetylverbindung me 8, Teo Ey 
-"/ J) Soa, Saath, s 
! . | 3 o> Si ee > 
bein 8 Atom-°/, D| 8 -< &) e's ws -& 
m-"), i “ees Ausbeute | 0) J 0 [ed oc 
't der MLN Gew.} mg Atom-"/, D | der Acetyl-|:3 5 g bis ig ak 
bs mS NI. eee | iy ~ - —_ “ a 2D Ss © 
oon A is ke/die _ . | a hee 4 o “4 6 2 Key OY 
Sogar & 5 5 0 =e) ee TI . 


3 Oral | g | mn 
o he. [ 2,72 | 294 71058 | 42,5 | 0,48+ 0,00 | 1,60+ 0,00] 3,44 

os 1 1,95% 410 [1070 | 43,0 | 0,48+0,01 | 1.43+0,03] 3,85 26 
Hf 2,44 328 Menge nicht | 0,43 + 0,02 | 1,48 3, 26 


genau bekannt | 
- bzy. 














eenihehitehsnsiteiathisnnnbaidenshcheeacearas eae ere eT ere 


| IV 2,65 | 300 738 | 29,7 | 0,26 + 0,02 | 0,86+0,06] 6,40 16 

g der Ay 210] 381 | 582 | 23,4 | 0.27+40,01 | 0,90+0,03| 5,84 17 

uscht, VI | 2,55 313 694 27,9 | 0,35 + 0,01 | 1,16 + 0,03 4,53 22 

seine VI | 2,54 315 860 34,6 | 0,41 + 0,03 | 1,37 + 0,09 3,84 26 

einen MI VI 2,55 | 313 | 418+) 33,6 | 0,45-+0,00 | 1,50+0,00] 3,50 29 

weres : P . ; 

iniaen ‘. D-Gehalt des Alkohols: bei den Versuchen 1—4: 11,0 + 0,1 Atom-°/,, 

ok. cae ” 5—8: 10,5 + 0,08 Atom-°/,. 
| ‘. D-Gehalt der Acetylgruppe in der Verbindung NH,-SO,-C,H,- NH- 
ung a-10 
CO-CH,: ——_ =hb. 

Pper o 

anil- ‘) Prozentuale iin, dem Alkohol gebildeten Essigsiiure an 

, ter Acetylierung: —~ cain’ 

Iteu y ©" 5,5 (bzw. 5,25) 

ute- ~>) 0,8 g¢ Alkohol + 1 ¢g Sulfanilamid. 

uben 

styl- Analysen erhaltener Acetyl-Verbindungen: 

ung; C.H,,O,N,8 (214,17) Ber. C 44,82 H 4,71 N 13,08 

- bis Gef. ,, 44,74, 44,87 ,, 4,55, 4,73 ,, 12,85, 12,97. 

der Schmelzpunkte 217, 218, 219°. 

men Kontrollversuch: Ein Kaninehen von 2,45 kg erhielt im Verlaufe 
von 3 Tagen 3g Sulfanilamid und 15 cem schweres Wasser, enthaltend 
) Atom-°/, D. Aus dem Harne von 5 Tagen wurden 695 mg oder 18,6°/, 
renes Acetyl-sulfanilamid erhalten (Schmelzpunkt 218°) und 400 mg davon 
ur D-Bestimmung verbrannt. D-Gehalt: 0,00 Atom-°/,. 

Zusammenfassung 

Pli- " _ 

“_ 1. Durch Anwendung von schwerem Wasserstoff als Index 

ue und Beniitzung der in vivo erfolgenden Acetylierung als ,,Abfang- 


verfahren“, wird die Bildung von Kssigsiiure als Intermediiir- 
produkt beim Abbau von Alkohol im Tierkérper bewiesen. 
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2. Nach Verfiitterung von Deutero-ithanol und Sulfanilanj § 


an Kaninchen enthielt die CH,-CO- Gruppe des ausgeschiedeney 
p-Acetyl-benzol-sulfanilamids rund ein Sechstel bis ein Dritt¢| 
der méglichen Deuteriummenge. 


Ieh danke der Rockefeller Foundation in New York fiir die Unter 


stiitzung dieser Arbeit. 


Literatur 


|. J. Snapper, A. Griinbaum u. 8. Sturkop, Biochem. Z, 155, 163 (1924 


) 
cf 
) 
i 


~ 
. 





. H. Thierfelder u. E. Sechempp, Pfliigers Arch. 167, 280 (1917). 
3. D. Stetten u. R. Schoenheimer, J. of Biol. Chem. 133, 347 (1940). 
. J. Pohl, Arch. f. exper. Path. 31, 281 (1893). 


L. Stern u. F. Batelli, Tierische Alkoholdehydrase. C. Oppenheimer 
Die Fermente und ihre Wirkungen 3, 1345, Jena 1929. 


. H. Mizusawa, J. of Biochem. 18, 243 (1933). 

. E. Keeser u. E. Vincke, Klin. Wschr. 19, 583 (1940). 
. W. Stepp, Arch. f. exper. Path. 87, 148 (1920). ru) 
. W. Stepp u. R. Feulgen, Diese Z. 119, 72 (1922). de: 
. K. Bernhard, Diese Z. 267, 91 (1940). 





-r 


lami & 
edeney 


Dritte & 


Unter. 


(1924) 


(). 
940), 


simmer 









Wechsel des Brenztraubensiure-Gehaltes 
im frischen Rattenblut wahrend der Glykolyse 
Von 


Hans vy. Euler, Lars Melander, Sven Tingstam und Bertil Higberg 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1940) 


Mehrere vorhergehende Mitteilungen!) behandelten die Ande- 
rungen im Brenztraubensdure-(BT'S)-Gehalt, welche im Blut leben- 
der Individuen (Mensch, Kaninchen, Ratte) eintreten, wenn ver- 
schiedene Stoffe peroral, intravenés oder subcutan zugefiihrt werden. 
Der BTS-Gehalt im Blut, direkt abhingig vom Carboxylase-System, 
wird in erster Linie durch Aneurin (Vitamin B,) bzw. Aneurin- 
pyrophosphat(Cocarboxylase) beeinfiuSt. Bei Aneurinmangel sammelt 
sich, wie zuerst Peters und Simola gefunden haben, BT'S in 
Organen (Gehirn, Blut u.a.) an. Bei gegebenem Aneuringehalt 
wird die BTS-Konzentration des Blutes durch Insulin, durch Mn- 
Salze?) und besonders durch Citronensiure herabgesetzt, wahrend 
kleine Mengen Zn-Salze oder Adrenalin den BTS-Gehalt stark 
erhéhen. Bekanntlich steigert Adrenalin auch den Blutzucker. 
Um den Mechanismus dieser im lebenden Organismus eintretenden 
Vorginge niher kennen zu lernen, haben wir Versuche in vitro 
mit frischem Rattenblut angestellt. 

Die Blutglykolyse ist in letzter Zeit von verschiedenen Ge- 
sichtspunkten aus studiert worden. Morgulis*%) hat den Kinfluf 
von Glutathion untersucht. Besonders hervorgehoben seien Ar- 
beiten von Dische%), der sich mit den Umsetzungen der Phosphor- 
siureester durch gewaschene, himolysierte und durch intakte 


Euler u. Hégberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 155, Nr. 16 
(1939); Diese Z. 263, 49 (1940); 265, 244 (1940). 

*) Zur Beurteilung der Mn-Wirkung vgl. Euler, Adler, Giinther 
u. Vestin, Diese Z. 247, 127 (1937). 

5) J. of Biol. Chem. 123, 1 (1937). 
*) Biochem. Z. 274, 51 (1934); 280, 248 (1935); Enzymologia 1, 288 (1936). 
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Blutzellen beschiftigt hat. Dische.gelangte zu einer Auflassung 
iiber die Koppelung zwischen Kohlehydratzerfall und Triose. 
phosphatbildung, wie sie der eine von uns (H.v. E.) zur Deutung dey 
Harden-Youngschen Girungsgleichung gegeben hat. Ausgangs. 
stoff der Blutglykolyse ist wesentlich Glykogen, aus welchem Cori. 
Kster entsteht, der iiber Phosphobrenztraubensiure die BT'S bildet, 

Auf Grund seiner Befunde an Blut nahm Dische an, dag 
die Oxydo-Reduktion zwischen Brenztraubensiure und Triose- 
phosphat der Hauptweg ist, auf dem die oxydoreduktiven Um- 
lagerungen des Triosephosphates bei der Glykolyse in Zellsiiften 
erfolgen. Auch nach Roche und Roche!) verliuft die Blut. 
glykolyse tber Phosphorsiureester. 

Bei unseren hier mitzuteilenden Versuchen?) haben wir nw 
die gleichzeitig mit dem BT'S-Umsatz eintretenden Konzentrations- 
inderungen der Blutmilchsiure und des Blutzuckers verfolst, 
wihrend die dabei eintretenden Phosphatumsetzungen noch nicht 
gemessen wurden. Wir sind bei unseren Versuchen von der Be- 
obachtung ausgegangen, daf im frisch entnommenen Blut im 
Verlauf von etwa 12 Stunden (30°; Luftzutritt) der BT'S-Gehalt 
stark ansteigt, bis zum 10fachen Betrag der urspriing- 
lichen Menge. Eine solche Anhiufung der BTS ist unseres Wissens 
bisher nicht beschrieben worden. Diese Beobachtung ist aus 
Spalte 2 und 4 der nachstehenden Tabelie ersichtlich, welche ein 
Beispiel fiir den Verlauf des BTS-Anstieges bei unseren Ver- 
suchen gibt. Daneben (Spalten 3 und 5) ist ein Parallelversuch 
angefiihrt, welcher unter Zusatz von Jodessigsiiure ausgefiihrt 
wurde; jede Versuchsréhre enthielt 1 y Jodessigsiure gelést in 
0,05 com Wasser. Jodessigsiure ist bekannt als ein Hemmungs- 
stoff der Glykolyse [Lundsgaard*), Lohmann; ygl. Adler, 








Kuler u. Giinther‘)]. Man sieht, daB die — allerdings sehr 
y BTS/eem Blut y Milchsiiure/eem Blut 
Stunden aan Er eee wr aoa eneer 
ohne Jodessigs. |mit ly Jodessigs.| ohne Zusatz | mit ly Jodessigs. 

0 15,4 | 12,5 624 | 688 

3 15,6 | 16,1 

6 24,2 23,1 752 | C66 

12 137 133 








 C. r. Soe. Biol. 97, 802 (1907). 
*) Ausgefiihrt bei 30° in offenen Thunbergréhren, also unter Luftzutritt. 
*) Biochem. Z. 217, 162 (1930). 

*) Skand. Arch. Physiol. 80, 1 (1938). 
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ssung fF geringe Menge — Jodessigsiure den BT'S-Anstieg nicht zu hemmen 
riose. | vermochte. Die Einwirkung auf die gleichzeitig bestimmte Milch- 


@ dey — siure ist sehr gering. 
angs. Ein unter Zusatz von KCN angestellter Versuch ergab eben- 


Cori. —& falls nur eine verhaltnismiBig kleine Verminderung der im Ver- 
ildet, | lauf des Versuches gebildeten BTS-Menge gegeniiber dem Stan- 




















dag [ dard-Versuch. (Bei diesem Versuch wurden 0,187 KCN zu jeder 
iose- | Reaktionsmischung zugesetzt. Der BT'S-Gehalt der Liésung betrug 
Um- F nach EKinwaage 12y/ccm, das Volumen des Bblutes etwa 1,5 ccm, 
iften so daB sich KCN zu BTS verhielt wie 1: 100.) 
Slut- 
nur 
OnS- ma 
olgt, | 
cht 
Be- 
in) 
halt 
ing- 
sens | 
aus | 
: 400 2 
eln \ 
T 30 ee 
/ er- edt 1 | 
uch 200 | ¢ \4 
In Fam me at TO OE Se ee sek} 
OS 02 4 & 8 WM 2 8 6 6 2 2 4 2 2 
o* Stunden 
ler, Fig. 1. Blut von RattenstammI (L.Melander und Sy. Tingstam) 
ehr Analytische Bestimmung der 3 Substanzen: BTS nach Lu 
Milchsiure nach Fiirth-Charnas 
— : Zucker nach Hagedorn- Jensen 
ics, Bei der Verfolgung unseres oben erwihnten Versuches zeigte 
sich, daB unter den gewihlten Bedingungen nach etwa 12 Stunden 
ein Maximum des BTS-Gehaltes eintritt und daS nach weiteren 
2 Stunden der BTS-Gehalt des Blutes auf etwa den Anfangs- 
betrag zuriickgegangen war. 
Die Zunahme der BTS mufte mit dem Verlauf der Glykolyse 
- in Zusammenhang gesetzt werden, und wir haben deswegen in 


den weiteren Versuchen von Zeit zu Zeit sowohl BTS als Blut- 
milechsiiure als auch Blutzucker bestimmt. 
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Das Ergebnis des ersten Versuches zeigt die vorstehende Fig, |, 
Etwa gleichzeitig mit dem Maximum der BTS erreicht die Kon. 
zentration der Milchsiure ihren Héhepunkt, wihrend der Zucker 
kontinuierlich sinkt. Fiir den Gesamtvorgang wird man im Sinne 
von Dische (a.a. O.) eine phosphorylierende Glykolyse anzunehmey 
haben, welche mit einer Dismutation von Triosephosphorsiure 
mit Brenztraubensiure einsetzt. 

In welchem Grad eine Dehydrierung zu Essigsiure + CO, ein- 
tritt soll durch Essigsiure-Bestimmungen festgelegt werden. 

Kin zweiter Versuch, angestellt mit dem Blut eines anderen 
Rattenstammes (II), ist in der folgenden Tabelle angegeben. Stellt 
man denselben ebenso wie den ersten graphisch dar, so zeigt sich 
die vollstiindige Ubereinstimmung mit Versuch 1. 

Die Summe BTS + Milchsiiure -+ Zucker ist wihrend der 
ersten 6 Stunden annahernd konstant. 





Stunden y BTS/eem _ fy Milchsiiure/cem|y Blutzucker/eem] Summe 

0 25,0 732 1070 1830 
Soa 680 
“ aie 25,0 
6 24,0 1310 1790 
aed 430 

12 85,0 250 

23 30 16,5 1270 60 1350 

27 8° 13,0 960 30 1000 














Auch bei Zimmertemperatur haben wir einen ihnlichen Ver- 
such ausgefiihrt, und zwar hauptsichlich um uns davon zu iiber- 
zeugen, daB bei unseren biologischen Versuchen, bei welchen das 
den Patienten entnommene Blut zuweilen erst nach 10 bis 
15 Minuten zur Analyse kommt, eine Stérung durch Glykolyse 
nicht zu befiirchten ist. Nach dieser Zeit ist die BT'S unverindert’. 
Erst nach 1—2 Stunden macht sich dieser Vorgang geltend; nach 
2 Tagen ist, wie die folgenden Zahlen zeigen, die BTS-Zunahme 


sehr stark: 
Stunden.... 0 48 92 


yBTS/eem... 19 84 87 
Was das hier zur Wirkung kommende Enzymsystem betrifit, 
so wird das Gleichgewicht zwischen Brenztraubensiure und Milch- 
siiture durch ein Enzymsystem eingestellt, welches Cozymase als 


!) Bueding u. Wortis (J. of Biol. Chem. 133, Proc.) finden BTS-Ab- 
nahmen nach 1 Minute. 
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Co-Enzym benétigt. Bekanntlich sind die beiden Codehydrasen | 
und II in den Blutzellen in sehr erheblichen Mengen vorhanden. 
Quantitative Bestimmungen liegen in dieser Hinsicht von Euler 
und Schlenk?) vor, welche fiir Rattenblut einen Gehalt von 
50 vy Cozymase/ccm Blut fanden. 

An der Glykolyse des Blutes sind nach Willstatter und 
Rohdewald die Leukozyten wesentlich beteiligt; wir haben des- 
wegen unsere Versuche auf Serum ausgedehnt. 

Der oben an frischem Blut beschriebene Vorgang ist an die 
Gegenwart von roten Blutzellen gekniipft. Im Serum der 
gleichen Rattenstimme tritt die beschriebene Erhéhung der BT'S 
nicht ein, die beiden anderen Komponenten der Glykolyse andern 
ihre Konzentration verhaltnismaBig wenig, wie die folgende Fig. 2 
erkennen laBt. 
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Fig. 2. Rattenblut-Serum 


Im Anschlu8 an obige Versuche haben wir uns noch von 
der Haltbarkeit der BTS in Wasser bzw. in wiBrigen Puffer- 
lésungen bei einer Aciditit von p, = 5—6 und einer Temperatur 
von 15—25° iiberzeugt. Auf Umsetzungen der Brenztraubensdure 
unter Bildung von zweibasischen Derivaten (Parabrenztraubensiure, 
Dimethylmilchsiure u. a.) kommen wir an anderer Stelle zuriick. 

In Macerationen von Herzmuskel und Milz von Ratten haben 
wir die oben beschriebenen BTS-Umsetzungen nicht gefunden; auf 
die davon stark abweichende BTS-Umsetzung im Gehirn kommen 
wir bald zuriick. 


1) Klin. Wschr. 18, 1109 (1939). 








Uber chemisch markierte Antigene 
ITI. Mitteilung?) 


Zur Einfiihrung von vielkernigen Ringsystemen in Proteine 


Von 


Hans Lettré, Karl Buchholz und Marie-Elisabeth Fernholz 


(Aus dem Allg. Chem. Universitiits-Laboratorium Géttingen und aus der chem. Abteilung 
des Allg. Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berli; 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. November 1940) 


Die Versuche zur Einfihrung vielkerniger Ringsysteme, ins- 
besondere solcher mit cancerogenen EKigenschaften, in Proteine 
sind durch zwei Gedankengiinge veranlaBt. Der eine liegt in der 
Annahme, daB in den geschwulsterzeugenden Virusarten (beispiels- 
weise der des Shopeschen Kaninchenpapilloms) eine Vereinigung 
eines cancerogenen Stofies mit einem EiweiBmolekiil vorliegt, wo- 
durch eine Wirkungssteigerung des cancerogenen Stoffes miéglich 
wire, analog der, die ein Co-Ferment durch die Vereinigung mit 
seinem Apo-Ferment erfihrt. Dieser Gedankengang fiihrt zu der 
experimentell priifbaren Fragestellung, welche Wirkung cancerogene 
Stotie nach ihrer Vereinigung mit Aminosiiuren, Oligopeptiden und 
Proteinen haben’). Der zweite Gedankengang erwartet von der- 
artigen Kombinationen ganz andere Wirkungen. Er sucht die 
Frage zu klaren, ob Proteine, die cancerogene Stoffe enthalten, 
durch ihren Antigencharakter die Bildung von Antikérpern ver- 
anlassen kénnen, die sich nicht nur gegen das Antigen (= Protein 
-+- cancerogener Stoff) richten, sondern auch gegen den cancerogenen 
Stoff selbst. Da es sich bei den in der Immunchemie verwendeten 
markierten Antigenen meist um Kombinationen mit physiologisch 
indifferenten Stoffen handelte, ist die Frage nach dem immuni- 
sierenden Effekt markierter Antigene gegen den zur Markierung 
verwendeten Substituenten nicht geklirt. Kin positives Beispiel 
hierfiir geben die Befunde von Goebel und Avery‘), die aus 
einem Polysaccharid aus Pneumokokkus III, das selbst nur ein 
Hapten und kein Vollantigen ist, durch Vereinigung iiber eine 
Hauptvalenzbindung mit einem Protein ein Vollantigen erhielten. 
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Die Vereinigung erfolgte iiber einen p-Aminobenzylither des 
Polysaccharids, der diazotiert und mit einem Protein gekuppelt 
wurde. Dieses auf unphysiologischem Wege mit dem Polysaccharid 
markierte Protein vermochte Kaninchen gegen den Pneumo- 
kokkus III zu immunisieren. Franks und Creech’) stellten iiber 
das 9-Isocyanat des 1,2,5,6-Dibenzanthracens markierte Antigene 
her und fanden eine Herabsetzung der Tumorrate bei Miusen, 
, die mit diesem Antigen immunisiert und mit dem Dibenzanthracen 
behandelt wurden. Zur Gewinnung derartiger markierter Antigene 
wurden von Fieser und Creech) weitere Isocyanate der An- 
thracen- uud 1,2-Benzanthracen-Reihe dargestellt. 
teilune i Um die Anwendungsméglichkeit der Oxazolonmethode!) fiir 
rains die Kinfiihrung vielkerniger Ringsysteme in Proteine zu _ priifen, 
haben wir zunichst Versuche am Pyren durchgefiihrt. Um 
QOxazolone darzustellen, kann man verschiedene Wege gehen. 
Ba Entweder wird eine w-Aminosidure, im einfachsten Fall «-Alanin, 
hatin mit einem Siéurechlorid umgesetzt und die Aroyl-aminosiure in 
"s das Oxazolon iibergefiihrt. Eine andere Moéglichkeit besteht in 
der Anwendung der Erlenmeyerschen Methode®), nach der Hippur- 
yung siure (oder ein anderes Aroylglykokoll) mit einem Aldehyd konden- 
in. siert wird und das als Zwischenprodukt entstehende Azlacton nach 
crm seiner Aufspaltung hydriert und in das Oxazolon verwandelt wird. 
Fir die Darstellung pyrenhaltiger Oxazolone kommen daher als 


iels- 


re Ausgangsmaterialien die Pyren-3-carbonsiiure und der Pyren- 
ain 3-aldehyd in Frage, Stoffe, die durch die Arbeiten von Vollmann, 
ial Becker, Corell und Streeck’) leicht zugiinglich geworden sind. 
ie. Pyren-3-aldehyd (I) wurde mit Hippursiure kondensiert, 
Ain wobei er in guter Ausbeute das Azlacton II liefert. Durch Reduk- 
ee tion mit Jodwasserstofisiure und Phosphor wurde hieraus die 
am «-Amino-£-(3)-pyrenyl-propionsaure III (3-Pyrenyl-alanin) dar- 
ie gestellt. Die Aufspaltung des Azlactons in Pyridinlésung mit 
on Alkali fiihrt zur 3-Pyrenal-hippursiure IV [a@-Benzoylamino-/-(3)- 
ae pyrenyl-acrylsiure}]. Die analoge Aufspaltung bei Gegenwart von 


sch  Atkohol lieferte den Athylester der 3-Pyrenalhippursiure. Die 
_ Hydrierung der 3-Pyrenalhippursiure verliuft bei der Anwendung 


ni- a 

“ der berechneten Menge Natriumamalgam nicht vollstiindig. Das 
© > . ° >) es 

al ist leicht zu erkennen, da das Reaktionsprodukt durch Erwiirmen 

a mit Kssigsiureanhydrid das rote Azlacton zuriickliefert. Auch bei 

a Anwendung eines Uberschusses von Natriumamalgam war keine 
- vollstindige Hydrierung der Acrylsiure-doppelbindung zu_beob- 


achten; sehr wahrscheinlich tritt als Nebenreaktion eine Hydrie- 
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rung des Pyrenkernes ein, so daf die hydrierten Produkte un. 
einheitlicher werden als bei der Hydrierung mit der berechneten 
Menge Natriumamalgam. Ahnliche Beobachtungen hat Erlen. 
meyer’) bei der Hydrierung der Benzalhippursiiure gemacht, die 
bei der Pyrenalhippursiure noch mehr hervortreten. Das durch 
die Kinwirkung von Essigsiureanhydrid zurickgebildete Azlacton 
laBt sich leicht abtrennen, und aus den iibrigen Reaktionsprodukten 
l4Bt sich die hydrierte Saure V («@-Benzoylamino-/-(3)-pyrenyl- 
propionsaure) nach der Aufspaltung ihres Oxazolons mit Wasser 
gewinnen. Durch Erwirmen der hydrierten Siure V mit Essig. 
siureanhydrid geht sie in das Oxazolon VI iiber, aus dem man 
durch Erwirmen mit Methanol den Methylester der Saure V erhiilt, 

Wesentlich glatter verliuft die Reaktionsfolge von der 
Pyren-3-carbonsaéure aus. Pyren-3-carbonsiurechlorid wird mit 
d,l-¢-Alanin zum 3-Pyrenoyl-alanin VII umgesetzt. Das 3-Pyre- 
noyl-alanin geht durch Erwirmen mit Essigsiureanhydrid in das 
Oxazolon VIII iiber, das durch Erwirmen mit Methanol den 
Methylester des 3-Pyrenoyl-alanins liefert. 


i in , a. yy 
| 
Pg i a a Mig 
| | | | ! 
Pgh Yo io Ng 
H-C=0 I HC 1 cH, I 
| | 
ae H,N—C—COOH 
| : 
Nw, 9 H 
C.H 
Punt git, a 
i | a | | | 
Oe ee in di a ie ill. oll 
| | | | q =. 
or ae ag a » tinal 
HC IV H,C V H,C VI 
| | | 
HOOC-C-NH-CO-C,H, HOOC-C-NH-CO-C,H, HC-— N 
| | | 
H O=O._, C—O, 


Die so gewonnenen Oxazolone reagieren in fester Form nur 
sehr langsam mit Proteinen; als geeignetes indifferentes Lisungs- 
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' mittel zur Addition der Oxazolone an Proteine kann Dioxan 


verwendet werden. Man erhilt hierbei Proteine, die sich in ihren 
Lislichkeitseigenschaften wie die friiher') geschilderten Additions- 


: produkte von QOxazolonen an Proteine verhalten. Mit der Ein- 


fihrung anderer vielkerniger Ringsysteme sind wir beschaftigt. 


| | ; | 
i ee ail a iii 
C=0 C- Qo VIII 
| | 
NH Vil Nw C _-C=0 
| >U< 
H~ “CH 


H—C—CH, 
| 


COOH 


Beschreibung der Versuche 


Azlacton aus Pyren-3-aldehyd und Hippursaure. 28 ¢ geschmolzenes 
Natriumacetat werden mit 100 ccm Essigsiiureanhydrid auf 110° erwirmt. 
Hierzu wird das feingepulverte Gemisch von 7 g Hippursiiure und 8 g Pyren- 
3-aldehyd gegeben und unter Riihren 20 Minuten bei 110° gehalten. Da- 
nach wird noch zwei Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt. Nach dem 
Erkalten wird das Reaktionsgemisch mit 200 ecm Alkohol und mit Wasser 
versetzt. Das ausgeschiedene Azlacton wird abfiltriert und mit heifem 
Wasser ausgewaschen. Das Azlacton bildet aus Benzol oder Dioxan um- 
krystallisiert leuchtend rote, stark verfilzte Nadeln. Ausbeute 8—9g. Schmelz- 
punkt 262°. 

4,125 mg Subst.: 12,690 mg CO,, 1,480 mg H,O. — 4,400 mg Subst.: 
0,166 cem N, (24°, 715 mm). 

C,.H,;0O.N Ber. C 83,62 H 4,05 N 3,75 
Gef. ,, 83,90 » 4,01 »» 4,09. 


3-Pyrenyl-alanin («-Amino-§-(3)-pyrenyl-propionsaure). 5g Azlacton, 
6g roter Phosphor und 120 cem Essigsiiureanhydrid werden unter Riihren 
im Verlauf einer halben Stunde mit 65 cem Jodwasserstoftsiure (d = 1,56) 
versetzt und drei Stunden unter Sieden geriihrt. Die erkaltete Lésung wird 
vom Phosphor abfiltriert und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand wird in Alkohol aufgenommen und mit Filtrierpapierschnitzeln 
gekocht, um fein verteilten Phosphor zu entfernen. Die filtrierte Lésung, 
die durch Jod stark braun gefirbt ist, wird mit Bisulfit entfirbt und mit 
viel Wasser versetzt. Das ausgefiillte Reaktionsprodukt wird nach dem 
Trocknen zur Entfernung von Benzoesiiure mehrfach mit Petroliither aus- 
gekocht. Es werden 3,8 g eines weifen Pulvers erhalten, das nach vorher- 
gehender Briiunung bei 255° unter Zersetzung schmilzt. Das so gewonnene 
Produkt ist in den meisten Liésungsmitteln (auch Alkohol) unléslich; es lést 
sich nur in starken Siuren und Alkalien. Zur Reinigung wurde 1g der 
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Siure in 14 cem n/1-Salzsiiure und 30 cem Alkohol geldst, filtriert und jy 
der Wiirme mit der Lésung von 2,4 g Natriumacetat in 10 cem Wasser ge. 
fillt. Der Schmelzpunkt blieb hierbei nahezu unveriindert: ab 255° Branp. 
firbung, bei 258° Schmelzen unter Zersetzung. 


4,412 mg Subst.: 12,730 mg CO,, 2,110 mg HO,. — 3,747 mg Subst, 
0,152 cem N, (22°, 765 mm). 


C.oH,,0,N Ber. C7888 H5,22 N 483 
Gef. ,, 78,69  ,, 5,35 4, 4,73. 


Aufspaltung des Azlactons zur 3-Pyrenal-hippursaure («-Benzoy]. 
amino-f-(3)-pyrenyl-acrylsaure). 0,5 ¢ Azlacton werden in 40 cem Pyridiy 
gelést und solange tropfenweise mit 2 n-Natronlauge versetzt, bis die Farbe 
der Liésung gelb geworden ist. Danach wird sofort mit Salzsiiure angesiiuert 
und mit viel Wasser versetzt. Es scheiden sich gelbe Bliittchen ab, die 
aus Aceton oder Pyridin-verdiinnter Salzsiiure umgelést werden kénnen. 
Ab 240° zeigt die Siure Rotfiirbung und schmilzt bei 262°, wahrscheinlich 
unter Riickbildung des Azlactons. 


4,900 mg Subst.: 0,1764 eem N, (24°, 715 mm). 
C.,,H,,;O,N Ber. N 3,58 Gef. N 3,89. 


Aufspaltung des Azlactons zum Athylester der 3-Pyrenal-hippur. 
saure. Das Azlacton wird in heiBem Pyridin gelést und mit soviel Alkohol 
versetzt, daB gerade alles in Lésung bleibt. Dann wird 2 n-Natronlauge 
tropfenweise bis zum Farbumschlag von Rot nach Gelb hinzugegeben und 
sofort mit Salzsiiure angesiiuert. Das ausgeschiedene Reaktionsprodukt 
wird aus Methanol oder Methanol-Wasser umkrystallisiert. Es bildet griin- 
gelbe Nadeln vom Schmelzp. 189—190°. 


4,710 mg Subst.: 13,825 mg CO,, 2,200 mg H,O. — 4,035 mg Subst: 
0,1372 eem N, (26°, 722 mm). 
C,,H.,0,N Ber. C 80,16 H 5,05 N 3,34 
Sef. ,, 80,05 ,, 5,21 ,, 3,68. 


«-Benzoylamino-f-(3)-pyrenyl-propionsaure. 3-Pyrenal-hippursiure 
wird fein gepulvert mit Wasser und etwas Methanol aufgeschlimmt und unter 
Schiitteln mit etwas mehr als der berechneten Menge 2°/, igen Natriumamalgams 
behandelt. Das nach dem Ansiuern mit Salzsiiure erhaltene Reaktionsprodukt 
wird auf dem Wasserbad 15 Minuten mit Essigsiureanhydrid erwiirmt. Das 
Essigsiiureanhydrid wird im Vakuum abgedampft und der Riickstand mit 
Wasser aufgekocht. Nachdem die Lésung schwach alkalisch gemacht worden 
ist, wird sie noch heiB von dem roten Azlacton aus nichthydrierter Siure 
abfiltriert. Das mit verdiinnter Salzsiiure aus der Lésung ausgefiillte Produkt 
wird aus Dioxan umkrystallisiert. Es bildet farblose Niidelchen, die ab 
242° sintern und bei 250° schmelzen. 


5,309 mg Subst.: 15,410 mg CO,, 2,330mg H,O. — 3,248 mg Subst.: 
0,092 cem N, (24°, 762 mm). 


C,,H,,0,N Ber. C 79,36 H4,87  N 8,56 


Gef. ,, 79,20 » 4,01 7 B20. 
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QOxazolon aus «-Benzoylamino-/-(3)-pyrenyl-propionsaure. 0,5 ¢ 
der vorstehend beschriebenen Siiure werden mit 40 cem Essigsiureanhydrid 
»5 Minuten auf dem Wasserbad erwiirmt. Hierbei tritt eine sehwache Braun- 
firpung der Lésung auf. Das Essigsiiureanhydrid wird im Vakuum enttfernt 
und der Riickstand in Benzol gelést. Durch Zusatz von Petrolither wird das 
Produkt zur Krystallisation gebracht und aus Benzol-Petrolither umkrystalli- 
siert. Es bildet farblose flache Nadeln vom Schmelzp. 174°. 


5,066 mg Subst.: 15,540 mg CO,, 2,150mg H,O. 5,406 mg Subst.: 
0175 cem N, (20,5°, 757 mm). 
C,,.H,,;O.N Ber. C 83,17 HI 4,58 N 3,73 
Gef. ,, 83,17 », 4,¢4 = Mars 


a-Benzoylamino-/-(3)-pyrenyl-propionsauremethylester. 3-Pyrenal- 
hippursiiure wird wie oben beschrieben mit Natriumamalgam hydriert und 
das Reaktionsprodukt mit Essigsiiureanhydrid erwirmt. Nach dem Erkalten 
wird das Azlaecton abfiltriert und die Lésung im Vakuum zur Trockne ein- 


/vedampft. Der Riickstand wird mit absolutem Methanol bis zur Lisung am 


RiickfluB gekocht. Aus der filtrierten, eingeengten Lisung bildet sich nach 
Zusatz von Wasser eine Fiillung, die aus Aceton—-Wasser umkrystallisiert 
wird. Farblose Nadeln vom Sehmelzp. 155-156". 


2,786 mg Subst.: 0,085 cem N, (23°, 754 mm). 
C,,H,,O,N Ber. N 3,43  Gef. N 3,49. 


3-Pyrenoyl-d,l-a-alanin. Zu einer Lisung von 5g d,l-a-Alanin und 
i3¢ Kaliumbicarbonat in 50cem Wasser wird die Lésung von 5g Pyren- 


3-carbonsiiurechlorid in 100 cem wasserfreiem Dioxan unter Riihren zugetropft. 
Die filtrierte Lésung wird mit Salzsiiure angesiiuert und scheidet hierbei 


3,7 ¢ eines Rohproduktes yom Schmelzp. 214° ab. Nach wiederholtem Um- 
_ krystallisieren aus Aceton—Petroliither werden feine farblose Nadeln yom 


Schinelzp. 233—235° erhalten. 
1014 mg Subst.: 0,156 cem N, (24°, 758 mm). 
C,,H,,0,N Ber. N 4,45 Gef. N 4,41. 


Ay 
40 


Oxazolon aus Pyrenoyl-d,l-a-alanin. 0,1 g 3-Pyrenoyl-alanin werden 


/ it 5 cem Essigsiureanhydrid 30 Minuten auf dem Wasserbad erwiirmt, wobei 
sich die Lisung gelb firbt. Das Essigsiiureanhydrid wird im Vakuum ab- 


destilliert und der Riickstand aus Benzol-Petroliither oder Benzol umkrystalli- 


—7Q 0 
« 


siert. Zu Drusen vereinigte gelbliche Nadeln yom Schmelzp. 173 
3,322 me Subst.: 0,137 eem N, (22°, 760 min). 
Cy H,,.O.N Ber. N 4,68 Gef. N 4,77. 


Methylester des 3-Pyrenoyl-d,l-«-alanins. 0,5 g 3-Pyrenoyl-alanin 


werden mit 5eem Essigsiiureanhydrid auf dem Wasserbad bis zur vdlligen 


Lisung erwiirmt. Das Essigsiiureanhydrid wird im Vakuum abdestilliert und 


_der Riickstand mit absolutem Methanol eine Stunde unter RiickfluB gekocht. 
Die methylalkoholische Lésung wird eingedampft und der Riickstand mit 
/Ather ausgezogen. Aus der eingeengten iitherischen Lisung krystallisiert 


ero 


ier Ester in sehwach gelblichen Nadeln vom Schmelzp. 174—170°. 
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0,155 eem N, (22,5°, 750 mm). 
C,,H,,O,N Ber. C 76,20 4H 5,14 


Gef. ,, 76,15 


5,647 mg Subst.: 15,755 mg CO,, 2,620mg H,O. — 4,131 mg Subst, | 
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